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Zusammenfassung 
 
Das Amyloid Precursor Protein (APP) spielt eine zentrale Rolle bei der Pathogenese der 
Alzheimer Demenz (AD). APP wird durch die sog. a-, b- und g-Sekretase zu verschiede-
nen proteolytischen Fragmenten gespalten. Diese Prozessierung von APP wird u.a. durch 
verschiedene Signalkaskaden reguliert.  
O-glykosidisch an Serin- oder Threonin-Reste gebundenes N-Acetylglucosamin (O-
GlcNAc) ist eine ubiquitäre intrazelluläre Kohlenhydratmodifikation von Proteinen. O-
GlcNAc scheint u.a. die Assoziation von Proteinen zu beeinflussen und ein zur Phospho-
rylierung alternatives Signaltransduktionssystem darzustellen.  
Basierend auf früheren Untersuchungen, in denen gezeigt worden war, dass (a) APP O-
GlcNAc-modifiziert ist und (b) in humanen Hirnregionen von AD-Patienten die O-
GlcNAc-Expression signifikant erhöht ist, sollte in der vorliegenden Arbeit die Bedeutung 
der O-GlcNAc-Modifikation von Proteinen für das proteolytische Prozessieren des huma-
nen APP695 untersucht werden. Dazu wurden Experimente an stabil mit der cDNA des 
humanen APP695 transfizierten N2a-Zellen durchgeführt. Im Vergleich zu nicht-transfi-
zierten, parentalen N2a-Zellen wiesen die das humane APP695 exprimierenden N2a-Zellen 
längere Neuriten sowie eine gesteigerte Zelladhäsion auf. Die Beobachtung steht im Ein-
klang mit Untersuchungen an anderen APP-exprimierenden Zellen. 
Es konnte gezeigt werden, dass das von den N2a-Zellen exprimierte humane APP695 O-
GlcNAc-modifiziert ist. Die unreife Form des Proteins wies eine stärkere O-GlcNAcylie-
rung auf als die reife Form. Dies traf sowohl für den Wildtyp als auch die schwedische 
Mutante des humanen APP695 zu.  
Es wurde kein signifikanter Einfluss einer erhöhten O-GlcNAc-Modifikation von Pro-
teinen auf die Sekretion des humanen APPs bzw. APPsa beobachtet. Im Gegensatz dazu 
konnte eine signifikant reduzierte Sekretion des humanen Abx-40 verzeichnet werden, was 
jedoch einer Absicherung durch weitere Versuche bedarf. Dieses vorläufige Ergebnis 
könnte auf eine Beteiligung der O-GlcNAcylierung an der Regulation der Prozessierung 
von APP hindeuten. 
Des weiteren führte die gesteigerte O-GlcNAc-Modifikation von Proteinen zu einer ver-
stärkten Expression des humanen APP695 in Neuriten. Daraus lässt sich schließen, dass die 
O-GlcNAcylierung von APP selbst oder aber von anderen Proteinen möglicherweise eine 
wichtige Rolle beim axonalen Transport von APP spielt. 
Abstract 
 
The Amyloid precursor protein (APP) plays a central role in the pathogenesis of 
Alzheimer’s disease (AD). APP is cleaved by so-called a-, b- and g-secretase leading to 
the generation of several proteolytic fragments. This processing of APP is regulated by a 
variety of different signaling pathways.  
N-acetylglucosamine O-glycosidically linked to serine or threonine residues (O-GlcNAc) 
is a ubiquitous intracellular carbohydrate modification of proteins. O-GlcNAc may be 
involved in the multimerization of proteins and may function as an alternative signal 
transduction pathway to phosphorylation.  
Based on former investigations demonstrating that (a) APP is O-GlcNAc-modified and (b) 
in human brain areas of AD patients the O-GlcNAc expression of proteins is significantly 
upregulated, the aim of the present study was to elucidate the role of the O-GlcNAc 
modification of proteins for the proteolytic processing of human APP695. Experiments were 
performed on N2a cells stably transfected with the cDNA of human APP695. Human 
APP695 expressing N2a cells exhibited longer neurites and an increased cell adhesion 
compared to non-transfected, parental N2a cells. These observations are in agreement with 
former investigations on other APP-expressing cell types. 
It was shown that human APP695 expressed by N2a cells is O-GlcNAc-modified. The 
immature protein was more heavily O-GlcNAcylated than the mature form. This 
observation was shown to be true for the wild type as well as the Swedish mutant of human 
APP695.  
Increased O-GlcNAc-levels of proteins did not have any significant influence on the 
secretion of human APPs and APPsa respectively. On the contrary, it resulted in a 
significant reduction of the secreted human Abx-40; this, however, needs to be confirmed in 
additional experiments. This preliminary result may hint at the involvement of O-
GlcNAcylation in the regulation of the proteolytic processing of APP. 
Furthermore, it was shown that the increased O-GlcNAc-levels of proteins lead to an 
enhanced expression of the human APP695 in neurites. As a result, O-GlcNAcylation of 
APP itself or of other proteins may play a major role for the axonal transport of APP. 
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1.1 Die Alzheimer Krankheit 
 
Die Alzheimer Krankheit betrifft ca. 5-20 % der älteren Bevölkerung. In den westlichen 
Industrieländern ist sie neben der koronaren Herzkrankheit, Krebs und Apoplexie die 
vierthäufigste Todesursache (Haass und De Strooper, 1999; Schultz et al., 2001).  
Bei der Alzheimer Demenz (AD) handelt es sich um eine multifaktorielle Erkrankung. In 
die Pathogenese sind u.a. genetische, metabolische sowie Umweltfaktoren involviert (Iqbal 
et al., 1994). Man unterscheidet zwei Formen der Krankheit. Am häufigsten kommt die 
senile oder sporadische Form vor. Diese ist durch einen späten Krankheitsbeginn (>65 
Jahre) gekennzeichnet. Die wesentlich seltenere, familiäre Form der AD (FAD) bricht 
schon in jüngerem Alter (<60 Jahre) aus. Insgesamt weniger als 5 % der gesamten Erkran-
kungen sind auf Mutationen in drei verschiedenen Genen zurückzuführen (APP, Presenilin 
1 und 2).  
 
1.2 Histopathologische Merkmale der Alzheimer Demenz 
 
Charakteristisch für die AD sind neben dem Verlust von Synapsen und dem Absterben von 
Neuronen vor allem anormale Proteinablagerungen im cerebralen Cortex und Hippocam-
pus (Sinha und Lieberburg, 1999).  
1907 beschrieb der Psychologe Alois Alzheimer erstmals die charakteristischen histo-
pathologischen Veränderungen anhand eines Gehirnpräparates einer verstorbenen 
51jährigen Patientin. Auguste D. wies zu Lebzeiten u.a. Anzeichen eines zunehmenden 
Gedächtnisverlustes und Halluzinationen auf (Alzheimer, 1907; Maurer et al., 1997). 
Heute weiß man, dass es sich bei den histopathologischen Veränderungen um extrazellu-
läre amyloide Plaques und intrazelluläre neurofibrilläre Bündel handelt. 
 
1.2.1  Amyloide Plaques 
 
Die amyloiden Plaques in Hirnen von Alzheimer Patienten enthalten fibrilläre und nicht-
fibrilläre Formen des sog. Ab , einem 4 kD großen Peptid, das durch Proteolyse aus dem 
Amyloid Precursor Protein entsteht (De Strooper und Annaert, 2000; Lichtenthaler et al., 




und andere Proteine (Dawbarn und Allen, 1995). Ab-Ablagerungen kommen auch in 
Basalmembranen einiger cerebralen Kapillaren, Arteriolen und Venolen sowie in einigen 
meningealen Arteriolen vor (Selkoe, 1999). 
Man unterscheidet im allgemeinen zwei Arten der Plaques. In den präamyloiden oder dif-
fusen Plaques liegt Ab  in nicht-fibrillärer, a-helikaler Konformation vor. Diese Plaques 
bestehen hauptsächlich aus den um zwei bis drei Aminosäuren längeren, stark amyloido-
genen Formen des Peptids (Ab42/43) (siehe 1.3.4), während reife oder neuritische Plaques 
zusätzlich Ab40 und Ab42/43 in der b-Faltblatt-Konformation enthalten. Außerdem ent-
halten sie neben den oben genannten Proteinen degenerierte Neuriten. In der Peripherie der 
Plaques befinden sich zudem reaktive Astrocyten, und innerhalb des Zentrums der Plaques 
sind auch aktivierte Mikroglia nachgewiesen worden.  
Zwischenformen der Plaques enthalten fibrilläre und nicht-fibrilläre Ab-Formen. Sie sind 
zudem in unterschiedlichem Ausmaß mit aktivierten Gliazellen und veränderten (z.B. 
geschwollenen) Neuriten assoziiert (Iwatsubo et al., 1994; Selkoe, 2000). 
 
1.2.2 Neurofibrilläre Stränge 
 
Die intrazellulären neurofibrillären Stränge bestehen aus nicht-membrangebundenen Bün-
deln paariger helikaler Filamente (PHF). Hauptbestandteil der PHF ist die hyperphospho-
rylierte Form des Tau-Proteins.  
Tau gehört zu der Familie der mit den Mikrotubuli assoziierten Proteinen. In gesunden 
Neuronen reguliert das Protein die Assoziation und Stabilisierung axonaler Mikrotubuli 
sowie den Transport von Vesikeln bzw. Organellen entlang der Mikrotubuli (Mandelkow, 
1999). Über seine Mikrotubuli-Bindungsdomäne kann Tau auch an sich selbst binden 
(Busciglio et al., 1995). Zudem kann das Protein in Abhängigkeit der Phosphorylierung 
mit der Plasmamembran assoziieren und mit den Tyrosin-Kinasen fyn und src interagieren. 
Daher ist Tau auch direkt in Signalkaskaden involviert (Götz, 2001).  
 
Die Assoziation von Tau mit den Mikrotubuli wird durch Phosphorylierung reguliert. So 
ist anscheinend eine moderate Phosphorylierung von Tau für die Flexibilität der Mikro-
tubuli nötig. Nach bisheriger Auffassung setzt die Hyperphosphorylierung1 von Tau dessen 
Bindungsfähigkeit an die Mikrotubuli herab. In Folge dessen depolymerisieren die Mikro-
                                                                 
1 Hyperphosphoryliertes Tau ist nicht nur an physiologischen Stellen in stärkerem Maße sondern auch an sog. 




tubuli. Die gesteigerte Menge an ungebundenem, hyperphosphoryliertem Tau könnte ein 
erster Schritt in der Fibrillenbildung sein (Götz, 2001; Imahori und Uchida, 1997; 
Mandelkow, 1999) (siehe auch 1.3.4). Möglicherweise findet die (Hyper-)Phosphorylie-
rung von Tau jedoch auch erst nach dessen Aggregation statt. Es konnte sogar ein protekti-
ver Effekt der (Hyper-)Phosphorylierung von Tau bezüglich der Bildung der PHF gezeigt 
werden (Schneider et al., 1999). 
In vitro können verschiedene Kinasen bzw. Phosphatasen Tau phosphorylieren bzw. 
dephosphorylieren. Zu den Kinasen gehören u.a. die Glykogen-Synthase-Kinase-3b  (GSK-
3b), die Mitogen-aktivierte Protein Kinase (MAPK) sowie die neuronale cdc-ähnliche 
Kinase (Cdk5) (Schultz et al., 2001). Letztere scheint in Hirnen von Alzheimer Patienten 
dereguliert zu sein. Zudem akkumuliert die Cdk5 in Neuronen, die fibrilläre Stränge ent-
halten (Patrick et al., 1999). Die Protein-Phosphatasen 1, 2A und 2B sowie Calcineurin 
können Tau dephosphorylieren. Die Protein-Phosphatase 2A, die im Gehirn stark expri-
miert wird, ist u.a. auch mit den Mikrotubuli und Tau assoziiert (Götz, 2001).  
Einige der bei der AD als hyperphosphoryliert nachgewiesenen Aminosäuren von Tau sind 
auch unter physiologischen Bedingungen phosphoryliert. Dies ist insbesondere in fötalen 
Geweben und in noch nicht ausdifferenzierten Neuronen zu beobachten. Es wird vermutet, 
dass die Phosphorylierung von Tau im Zusammenhang mit der Proliferationsfähigkeit 
embryonaler Neuronen zu sehen ist und dass bei der AD Proliferationsmechanismen als 
Antwort auf Degenerationsvorgänge initiiert werden, zu denen die verstärkte Phosphorylie-
rung von Tau gehört (Preuss et al., 1995).  
 
1.3 Das Amyloid Precursor Protein (APP) 
 
1.3.1 Expression und Struktur von APP 
 
Ab  wurde zuerst als Bestandteil der Amyloidablagerungen in meningealen Blutgefäßen 
und kurze Zeit später als Hauptbestandteil der amyloiden Plaques identifiziert (Glenner 
und Wong, 1984; Masters et al., 1985). Klonierung des zugehörigen Gens, das auf Chro-
mosom 21 lokalisiert ist, ergab, dass Ab  ein Peptidfragment von APP darstellt (Kang et al., 
1987; Tanzi et al., 1987).  
APP ist Mitglied einer Proteinfamilie, zu der auch die APP-ähnlichen Proteine APLP1 und 
APLP2 gehören, denen jedoch die Ab-Region fehlt (Wasco et al., 1992; Slunt et al., 1994). 




erst im späteren Leben u.a. cerebrale Gliosis sowie Veränderungen im Bewegungsver-
halten auf (Selkoe, 1999; Zheng et al., 1995). Doppel-knock-out-Mäuse, denen APP und 
APLP2 bzw. APLP1 und APLP2 fehlen, sterben vor der Geburt (von Koch et al., 1997; 
Heber et al., 2000). In Drosophila, C. elegans und Xenopus wurden homologe Proteine 
identifiziert (De Strooper und Annaert, 2000).  
 
APP ist ein Typ 1 Transmembranprotein. Es besteht aus einer großen extrazellulären N-
terminalen, einer transmembranen sowie einer kurzen cytoplasmatischen Domäne. Das 
Protein wird ubiquitär exprimiert und ist zwischen Spezies hoch konserviert (De Strooper 
und Annaert, 2000). Durch alternatives Spleißen der APP-mRNA entstehen insgesamt 8 
Isoformen (Wilson et al., 1999).  
Drei Isoformen (APP695, APP751 und APP7701) kommen überwiegend im Gehirn vor. 
APP695 wird hauptsächlich von Neuronen, APP751 und APP770 hingegen von Glia- und 
anderen nicht-neuronalen Zellen exprimiert (Small et al., 1996; Wilson et al., 1999). Im 
Gegensatz zu APP695 enthalten APP751 und APP770 eine 56 Aminosäuren große Domäne in 
ihrem N-Terminus, die Homologie zu der Kunitz-Familie von Serinproteasen aufweist 
(KPI-Domäne; Sinha und Lieberburg, 1999). 
 
Aufgrund seines Signalpeptids wird APP co-translational im Endoplasmatischen Retiku-
lum (ER) synthetisiert. Die Reifung erfolgt im konstitutiven Exozytoseweg. APP wird 
zunächst N- und O-glykosyliert, später phosphoryliert, tyrosinsulfatiert sowie sialyliert 
(Weidemann et al., 1989).  
Nur ein geringer Prozentsatz des APP-Holoproteins lässt sich an der Zelloberfläche nach-
weisen (Selkoe, 1998). Die cytoplasmatische NPTY-Sequenz ermöglicht die Reinternali-
sierung in Clathrin-bedeckten Vesikeln. In Lysosomen erfolgt dann teilweise der Abbau 
von APP (Koo und Squazzo, 1994; Golde et al., 1992).  
 
1.3.2 Funktionen von APP 
 
Die genauen Funktionen von APP bzw. dessen Proteolyseprodukten APPs, Ab  sowie des 
C-Terminus sind noch weitgehend unbekannt. Die Struktur des membrangebundenen APP 
deutet jedoch auf eine Funktion als Zelloberflächenrezeptor hin (Kang et al., 1987). Da 
APP eine ähnliche Struktur wie Integrine besitzt, könnte membrangebundenes APP ähn-
                                                                 




liche Funktionen aufweisen, wie beispielsweise die Vermittlung der Zelladhäsion (Chow et 
al., 1996) (siehe 4.4.2). So wurde für APPs gezeigt, dass es in vitro Zell-Zell- bzw. Zell-
Extrazellulärmatrix-Interaktionen neuronaler und nicht-neuronaler Zellen fördert (Schubert 
et al., 1989).  
Möglicherweise spielt APP aber auch eine wichtige Rolle bei der neuronalen Differenzie-
rung während der Gehirnentwicklung (Qiu et al., 1995; Hung et al., 1992). So wiesen bei-
spielsweise Neuronen aus dem Hippocampus von APP-knock-out-Mäusen eine einge-
schränkte Lebensfähigkeit sowie eine verzögerte neuronale Entwicklung auf (Perez et al., 
1997). Zudem könnte die Lokalisation von APP in Synapsen auf eine Rolle von APP bei 
der Neuritenextension (siehe 4.4.1) oder der synaptischen Transmission hinweisen (Muller 
et al., 1994).  
Außerdem beeinflussen sowohl APPs als auch Ab  offenbar den intrazellulären Calcium-
Spiegel (Mattson et al., 1993; Mattson et al., 1998). Da APPsKPI1 dem Inhibitor der 
Serinprotease Nexin II bzw. einem Inhibitor der Blutgerinnungsfaktoren XIa und IXa ent-
spricht, könnte diese spezielle APP-Form an der Regulation der Blutgerinnung beteiligt 
sein (Oltersdorf et al., 1989; Davis-Salinas et al., 1994; Saitoh und Mook-Jung, 1996).  
 
Inzwischen konnten verschiedene Bindungspartner der cytoplasmatischen Domäne von 
APP identifiziert werden (Abb. 1). Dazu gehört das in den Zellzyklus involvierte APP-BP1 
sowie die Adapterproteine X11 und Fe65 (Neve et al., 2000; Russo et al., 1998). Der an 
Fe65 gebundene C-Terminus scheint nach Translokation in den Zellkern an der Transkrip-
tionsaktivierung bestimmter Gene beteiligt zu sein (siehe auch 1.3.3.3) (Cao und Südhof, 
2001; Cupers et al., 2001; Kimberly et al., 2001; Minopoli et al., 2001).  
Auch das in Signalkaskaden involviert Go, das G-Protein in den Wachstumskegeln, bindet 
an APP, wobei Bindung von Go an die schwedische Mutante von APP (APPSw) (siehe Abb. 
2 sowie 1.3.4) Apoptose auslöst (Russo et al., 1998; Neve et al., 2000; Yamatsuji et al., 
1996).  
APP wird des weiteren im C-Terminus durch verschiedene Caspasen gespalten (LeBlanc et 
al., 1999; Pellegrini et al., 1999), was ebenfalls im Zusammenhang mit möglichen pro- 
oder antiapoptotische Eigenschaften diskutiert wird (De Strooper und Annaert, 2000).  
 
 
                                                                 





Abb. 1: Aminosäuresequenz der cytoplasmatischen Domäne von APP und dessen Bindungspartner 
(nach Russo et al., 1998) 
Dargestellt ist die Aminosäuresequenz der cytoplasmatischen Domäne von APP mit den minimalen 
Regionen, die für die Bindungen an die Proteine PAT1, Fe65, X11, G0 bzw. APP-BP1 von APP 
gezeigt wurden. Die Signalsequenz für Endocytose durch Clathrin bedeckte Vesikel ist unter-
strichen.  
 
1.3.3 Das proteolytische Prozessieren von APP 
 
Drei verschiedene Proteinasen sind für das proteolytische Prozessieren von APP verant-
wortlich: a-, b- sowie g-Sekretase (Abb. 2).  
 
 
Abb. 2: Schematische Darstellung von APP und der Sekretase-Spaltstellen 
Dargestellt ist APP mit den a-, b- und g-Sekretase-Spaltstellen, die Aminosäuresequenz von Ab 
sowie die von der schwedischen Mutante betroffenen Aminosäuren. Außerdem sind die durch die 










































Die a-Sekretase (siehe 1.3.3.1) spaltet membrangebundenes APP in einer definierten Ent-
fernung von der Zelloberfläche zwischen Lysin 16 und Leucin 17 der Ab-Domäne. Dabei 
entstehen das lösliche APPsa (ca. 90-100 kD) sowie das membrangebundene C-terminale 
Fragment C83 (CTF; ca. 10 kD) (Schubert et al., 1989). Da die a-Sekretase-Spaltung 
innerhalb der Ab-Region stattfindet, wird die Entstehung von Ab  verhindert.  
Alternativ kann membrangebundenes APP durch die kürzlich identifizierte b-Sekretase 
(siehe 1.3.3.2) prozessiert werden. Dabei entstehen das sog. APPsb sowie das membran-
gebundene CTF C99 (ca. 12 kD). Diese Spaltung erfolgt ca. 28 Aminosäuren N-terminal 
von der Membran entfernt. C99 enthält somit die gesamte Ab-Region (Neve et al., 2000; 
Nunan und Small, 2000; Selkoe, 1999).  
C83 und C99 können weiterhin durch die potentielle g-Sekretase (siehe 1.3.3.3) gespalten 
werden. Im Falle des C83 entsteht das Peptid p3 (ca. 3 kD), das sezerniert oder aber in den 
Lysosomen abgebaut wird. Durch g-Sekretase-Spaltung des C99 entsteht das Peptid Ab  
(ca. 4 kD) (Haass et al., 1992; Schubert et al., 1989; Thinakaran et al., 1996a).  
 
1.3.3.1 a -Sekretase 
 
Die primäre Aminosäuresequenz von APP ist vermutlich nicht entscheidend für die Spal-
tung durch die a-Sekretase. Hingegen scheinen dafür folgende Parameter essentiell zu 
sein: eine a-helikale Konformation, der Abstand der Spaltstelle von der Membran sowie 
eine basische Aminosäure (Arginin 672 von APP695) in der cytoplasmatischen Domäne 
von APP (Sisodia, 1992; Tomita et al., 1998). Es wurden bisher eine basale oder konstitu-
tiv exprimierte sowie eine durch Protein Kinase C (PKC) aktivierbare, d.h. regulierbare a-
Sekretase-Aktivität nachgewiesen (siehe 1.4). 
 
Verschiedene Proteasen weisen a-Sekretase-Aktivität auf:  
1. TACE (Tumor Necrosisa Cleaving Enzyme = ADAM1-17): TACE kann ein syntheti-
sches Peptid mit einer Aminosäuresequenz, die der a-Sekretase-Schnittstelle entspricht, 
spalten. Zudem beeinflusst die Inhibition des Enzyms durch „Immunex Compound 3“, 
einem effektiven Inhibitor von Proteasen der ADAM-Familie, die APPsa- und Ab-Bildung. 
Allerdings weisen Zellen von TACE-knock-out-Mäusen eine basale APPsa-Sekretion auf 
(Buxbaum et al., 1998).  
                                                                 




2. ADAM-10: Überexpression von ADAM-10 in HEK293-Zellen resultiert in einer gestei-
gerten konstitutiven sowie regulierten APPsa-Sekretion. Allerdings führt eine dominant 
negative Form des Enzyms nicht zur kompletten Inhibition der APPsa-Sekretion (Lammich 
et al., 1999). Somit scheinen sowohl TACE als auch ADAM-10 eine Rolle bei der regu-
lierten a-Sekretase-Spaltung zu spielen (Skovronsky et al., 2000a).  
3. Die membrangebundene Metalloprotease MDC9, ebenfalls eine Protease der ADAM-
Familie kann APP an der a-Sekretase-Spaltstelle schneiden, was durch Phorbolester akti-
vierbar ist (Koike et al., 1999). 
4. Möglicherweise stellt die Prohormon-Konvertase PC7 eine konstitutiv exprimierte a-
Sekretase dar. Allerdings könnte PC7 auch die als Proproteine synthetisierten Enzyme 
TACE und ADAM-10 aktivieren und so als „Pro-a-Sekretase“ fungieren (Lopez-Perez et 
al., 1999).  
5. Auch Proteasomen könnten an der a-Sekretase Aktivität beteiligt sein (Marambaud et 
al., 1996; Marambaud et al. 1997a; Marambaud et al. 1997b; Nunan et al., 2001; 
Skovronsky et al., 2000b). 
 
1.3.3.2 b -Sekretase 
 
Vor ca. zwei Jahren konnten fünf verschiedene Arbeitsgruppen mit unterschiedlichen 
Methoden unabhängig von einander die b-Sekretase BACE (Beta-site APP-Cleaving 
Enzyme) identifizieren (Hussain et al., 1999; Sinha et al., 1999; Vassar et al., 1999; Yan et 
al., 1999; Lin et al., 2000). Kurze Zeit später wurde das homologe Enzym BACE2 identifi-
ziert (Vassar und Citron, 2000).  
BACE weist alle nötigen Eigenschaften einer b-Sekretase auf: 1. Das Enzym wird von den 
meisten Zelltypen exprimiert. 2. BACE und APP werden co-exprimiert und sind sub-
zellulär co-lokalisiert, z.B. in Kompartimenten des sekretorischen Weges sowie in Endo-
somen. 3. BACE besitzt ein für Endosomen typisches saures pH-Optimum. 4. Das Enzym 
ist insbesondere in Neuronen aktiv. 5. BACE spaltet an der für die b-Sekretase typischen 
Aminosäure Asp 1 von Ab , und es spaltet APPSw besonders effizient (Sinha et al., 1999; 





BACE und BACE2 sind Typ 1 Transmembranproteine. Ihr aktives Zentrum ist dem 
Lumen des ER bzw. Golgi-Komplexes zugewandt. Die Gene von BACE bzw. BACE2 
befinden sich auf Chromosom 11 bzw. 21, also auf Chromosomen, deren Assoziation mit 
AD schon länger bekannt ist. BACE2 ist möglicherweise in die AD-Pathogenese bei der 
Trisomie 21 (Down Syndrom) (siehe 1.3.4) involviert (Vassar und Citron, 2000). 
Die stärkste Enzymaktivität ist im Gehirn zu beobachten. Der Pankreas hingegen weist die 
höchste mRNA-Expression auf (Vassar et al., 1999; Yan et al., 1999; Sinha et al., 1999). 
Da eine bestimmte Spleißvariante von BACE ausschließlich im Pankreas exprimiert wird, 
könnte die Enzymaktivität durch gewebespezifisches alternatives Spleißen reguliert wer-
den (Bodendorf et al., 2001). Die für Aspartat-Proteasen ungewöhnlichen 6 Disulfid-Brü-
cken können ebenfalls die enzymatischen Eigenschaften beeinflussen (Vassar und Citron, 
2000). 
 
1.3.3.3 g-Sekretase und Preseniline  
 
Im Gegensatz zur a- und b-Sekretase spaltet die noch unbekannte g-Sekretase APP auf 
noch ungeklärte Weise innerhalb der Transmembrandomäne. Eine ähnliche intramembra-
nöse Spaltung findet auch bei dem Transmembranprotein Notch statt, an der wie bei der 
Spaltung von APP die Preseniline beteiligt sind. Die durch die g-Sekretase freigesetzte 
intrazelluläre Domäne von Notch kann im Zellkern die Transkription aktivieren (De 
Strooper und Annaert, 2000; Selkoe, 2000). Ein ähnlicher Vorgang wurde auch für das 
durch die g-Sekretase-Spaltung von APP-C83 bzw. -C99 entstandene C-terminale Frag-
ment nachgewiesen, wobei allerdings die Bindung von C83 bzw. C99 an Fe65 erforderlich 
ist (Cao und Südhof, 2001; Cupers et al., 2001; Kimberly et al., 2001; Minopoli et al., 
2001). 
 
Es gibt zunehmend Hinweise auf einen funktionellen Zusammenhang zwischen den Prese-
nilinen und der g-Sekretase.  
Presenilin 1 (PS1) wurde als das Gen auf Chromosom 14 identifiziert, für das eine Assozi-
ation bei 50 % bis 60 % aller FAD-Erkrankungen gezeigt worden war (Sherrington et al., 
1995; Doan et al., 1996; Thinakaran et al., 1996b). Das Genprodukt eines homologen Gens 





Die Presenilin-Gene weisen eine gewisse Homologie zu den C. elegans Genen sel-12 und 
spe-4 auf. Sel-12 ist in die lin-12/Notch-Signalkaskade involviert, die wichtig für die Zell-
differenzierung ist. Spe-4 spielt eine Rolle bei der Spermatogenese durch Regulation der 
Proteinzielsteuerung im Golgi-Komplex (Selkoe, 1999; Thinakaran et al., 1996b; Mattson 
et al., 1998). Der Phänotyp von sel-12-Mutanten wird durch die Preseniline, aber nur 
bedingt durch deren FAD-Mutanten, aufgehoben. Dies weist auf konservierte Funktionen 
der vier Proteine hin (Capell et al., 1998).  
Die Preseniline sind Transmembranproteine mit wahrscheinlich 8 Transmembrandomänen 
(TM) (siehe Abb. 3). Die Spaltung durch eine noch unbekannte Presenilase innerhalb der 
konservierten hydrophilen Schleife zwischen 6. und 7. TM führt zur Bildung eines N-ter-
minalen und C-terminalen Fragmentes (NTF bzw. CTF), die nicht-kovalent miteinander 
assoziieren (Xia et al., 1998; Capell et al., 1998; Thinakaran et al., 1996b). Dieses Hetero-
dimer stellt vermutlich die biologisch aktive Form der Preseniline dar (Haass und De 
Strooper, 1999; Capell et al., 1998).  
 
Bis heute konnten mehr als 50 Mutationen in den Presenilin-Genen nachgewiesen werden, 
die wie oben erwähnt, für die Pathogenese der meisten FAD-Fälle verantwortlich gemacht 
werden (Wolfe et al., 1999b; Capell et al., 1998; Wisniewski et al., 1995).  
Bei Presenilin-Mutationen lässt sich insbesondere ein selektiver Anstieg von Ab42 nach-
weisen (Annaert et al., 1999). An neuronalen Kulturen PS1 defizienter Mausembryonen 
konnte gezeigt werden, dass u.a. selektiv die g-Sekretase-Spaltung von APP blockiert ist 
und es gleichzeitig zu einer intrazellulären Akkumulation der APP-CTF kommt (De 
Strooper et al., 1998). All diese Beobachtungen belegen, dass die Preseniline an der g-
Sekretase-Spaltung von APP beteiligt sind oder aber mit der g-Sekretase identisch sind.  
Durch mehrere Untersuchungen wurde belegt, dass die Preseniline eine direkte Interaktion 
mit APP eingehen können, und zwar über die jeweiligen TM. So befinden sich die Prese-
niline in Kompartimenten, in denen die g-Sekretase-Spaltung stattfindet (ER, Golgi-Kom-
plex und Intermediär Kompartiment (IK)) (Culvenor et al., 1997; Xia et al., 2000). Es 
konnte auch eine Anreicherung von PS1, APP-C83 und -C99 in Fraktionen mit g-Sekre-
tase-Aktivität gezeigt werden (Pinnix et al., 2001). APP und die Preseniline konnten 
außerdem aus Golgi-reichen und trans-Golgi-Netzwerk-(TGN)-reichen Fraktionen co-prä-




Folgende Mechanismen werden für die Beteiligung der Preseniline an der g-Sekretase-
Spaltung vorgeschlagen (Abb. 3):  
 
 
Abb. 3: Zwei Modelle der möglichen Funktion der Preseniline bei der g-Sekretase-Spaltung von APP 
(nach Selkoe, 2000) 
A: Bildung eines katalytischen Komplexes 
Die Preseniline, dargestellt in der postulierten Topologie mit 8 Transmembrandomänen, stellen 
einen essentiellen katalytischen Co-Faktor der g-Sekretase-Spaltung dar (links). Die Preseniline 
könnten aber auch die g-Sekretase selbst sein (rechts). 
B: Beeinflussung des Protein-Transportes 
Es kommt zu keiner direkten Interaktion zwischen den Presenilinen und APP. Die Preseniline 
beeinflussen den Transport der g-Sekretase in eine membranöse Mikrodomäne, um die Interaktion 
zwischen APP und der g-Sekretase zu ermöglichen.. 
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1. Die Preseniline erleichtern als essentieller Co-Faktor die g-Sekretase-Spaltung.  
Möglicherweise bilden die Preseniline eine Mikrodomäne in der Membran, um die spätere 
Proteolyse zu ermöglichen. Die Preseniline könnten allerdings auch als Chaperone fungie-
ren und so den Transport von APP und/oder der g-Sekretase zu Kompartimenten ermögli-
chen, in denen die g-Sekretase lokalisiert ist (De Strooper und Annaert, 2000; Selkoe, 
2000).  
2. Die Preseniline sind identisch mit der g-Sekretase.  
PS1 könnte tatsächlich eine autoaktivierte Aspartat-Protease sein. So sind offenbar zwei 
Aspartat-Reste in TM6 und TM7 essentiell für die g-Sekretase-Spaltung von APP und die 
Endoproteolyse von PS1. Möglicherweise gehören die Preseniline zu einer neuen Familie 
der Aspartat-Proteasen, da sie keine Homologie zu bisher bekannten Aspartat-Protease 
aufweisen (Steiner et al., 2000; Wolfe et al., 1999a). Jedoch ist das aktive Zentrum beider 
Preseniline homolog zu dem der Mitglieder der Familie von Typ-4 Prepilin Peptidasen aus 
Bakterien (Steiner et al., 2000), was die residuale g-Sekretase-Aktivität PS1-defizienter 
Zellen erklären könnte (Kimberly et al., 2000). Bei einem Doppel-knock-out von PS1 und 
PS2 ist tatsächlich die gesamte g-Sekretase-Aktivität inhibiert (Nunan und Small, 2000).  
 
1.3.4 Ab  und die Amyloid-Hypothese 
 
Die Ab-Bildung ist nicht, wie zunächst vermutet, pathologisch. Das Peptid ist in der 
Cerebrospinalflüssigkeit sowie im Plasma von gesunden Kontrollpersonen und Alzheimer 
Patienten nachweisbar (Seubert et al., 1992). Zudem wird es von kultivierten Zellen unter 
physiologischen Bedingungen in das Zellkulturmedium sezerniert (Shoji et al., 1992; 
Haass et al., 1992).  
In pico- bis nanomolaren Konzentrationen werden Ab  verschiedene physiologische Funk-
tionen zugeschrieben (Luo et al., 1996). Da Deletion der lumenalen, d.h. extrazellulären 
Region von Ab  im APP den axonalen Transport von APP hemmt, wird angenommen, dass 
dieser Bereich möglicherweise für das axonale Sortieren von APP durch Interaktion mit 
einem bestimmten Rezeptor verantwortlich ist (Tienari et al., 1996). Ab  besitzt anschei-
nend außerdem neurotrophe Eigenschaften für differenzierende Neuronen und scheint 
bedingt durch die RHDS-Sequenz die Zelladhäsion zu fördern (Whitson et al., 1989; 
Yankner et al., 1990; Chen und Yankner, 1991) (siehe 4.4.2). Saitoh und Mook-Jung 




die synaptische Funktion an den Axonenenden kontrolliert, da Ab  Tachykinin-Rezeptoren 
aktiviert und in Gegenwart von Glutamat zu einer Akkumulation von Inositoltrisphosphat 
und einem Anstieg der intrazellulären Calcium-Konzentration führt (Kimura und Schubert, 
1993).  
Neben diesen potentiell physiologischen Funktionen sprechen viele Beobachtungen für die 
zentrale Rolle von Ab  bei der Pathogenese der AD (Amyloid-Hypothese). So führen alle 
bisher bekannten FAD-Mutationen von APP und den Presenilinen zu einem selektiven 
Anstieg von Abx-421 (s.u.), mit Ausnahme von APPSw (siehe 1.3.2 sowie 1.3.3.2), das eine 
gesteigerte Sekretion des gesamten Ab  bewirkt (Haass et al., 1995; Thinakaran et al., 
1996a).  
Patienten mit Trisomie 21 entwickeln oftmals nach dem 40. Lebensjahr eine der AD ähnli-
che Symptomatik und Pathologie (Wisniewski et al., 1985). Dies ist auf die dreifache 
Kopie des Chromosoms 21 zurückzuführen, auf dem sich das APP-Gen befindet, so dass 
es zu einer gesteigerten APP-Expression und damit vermutlich auch zu einer gesteigerten 
Ab-Produktion kommt. 
Ab  weist sowohl N- als auch C-terminale Heterogenität auf. Die am häufigsten vorkom-
menden Peptide sind Ab1-40 bzw. Ab1-42. In der Cerebrospinalflüssigkeit entfallen ca. 90-95 
% des gesamten Ab  auf Abx-40, aber nur ca. 5-10 % auf Abx-42 (Evin et al., 1994; Wilson et 
al., 1999). In vitro Studien ergaben, dass letzteres eine stärkere Aggregationsneigung auf-
weist als Abx-40.  
Auch die N-terminalen Heterogenität ist anscheinend bei der Pathogenese der AD von 
Bedeutung. So scheinen p3 (siehe 1.3.3) bzw. ein um 10 Aminosäuren am N-Terminus 
verkürztes Ab  relativ unlöslich zu sein und leicht zu aggregieren (Busciglio et al., 1993; 
Demeester et al., 2001; Kumar-Singh et al., 2000; Kuo et al., 1996; Podlisny et al., 1995).  
 
Inkubation verschiedener Zelltypen mit höheren Konzentrationen (1 - 10 µM) syntheti-
schem Ab2 ist toxisch und führt z.B. zur Neurodegeneration sowie zu Aktivierung von 
Mikrogliazellen (Hartmann, 1999; Luo et al., 1996). Es gibt verschiedene Vermutungen 
über den Mechanismus der Ab-induzierten Neurotoxizität. Dazu gehören die Bildung eines 
Calcium-Kanals, die Bildung freier Radikale, eine Verstärkung der Glutamat-Toxizität 
                                                                 
1 Abx-42 bzw. Abx-40 weisen auf die N-terminale Heterogenität des Peptids hin. 
2 Für die Untersuchungen hinsichtlich der Cytotoxizität von synthetischem Ab wird dieses häufig in vitro  3 
bis 7 Tage bei 37 °C inkubiert. Dadurch entstehen aggregierte, oligomere sowie polymere Formen des 




sowie die Aktivierung von Kinasen und der Apoptose (Arispe et al., 1994; Behl und 
Schubert, 1993; Mattson et al., 1992; Zhang et al., 1994; De Strooper und Annaert, 2000).  
Ab  aktiviert u.a. die GSK-3, die neben Tau (siehe 1.2.2) und der Glykogensynthase auch 
die Pyruvat-Dehydrogenase phosphoryliert, ein Schlüsselenzym der Glykolyse. Da die 
Pyruvat-Dehydrogenase dadurch inaktiviert wird, könnte lösliches Ab  auch für die bei der 
AD beobachteten Störungen im Energie- und Glucose-Stoffwechsel des Gehirns sowie für 
die Reduktion des Acetylcholingehaltes verantwortlich sein (Brandt, 2001; Imahori und 
Uchida, 1997).  
Monomeres Ab  ist nicht toxisch. Es gibt allerdings kontroverse Ergebnisse darüber, ob 
schon die Fibrillenbildung oder erst die Aggregation des Peptid für dessen Toxizität ver-
antwortlich ist (Podlisny et al., 1995; Lorenzo und Yankner, 1994; Zhang et al., 1994; 
Boland et al., 1996; Hensley et al., 1994).  
 
Nach einer relativ neuen Hypothese spielt nicht sezerniertes, sondern intrazelluläres Ab  
eine zentrale Rolle bei der Entstehung der amyloiden Plaques. Ab  kann in verschiedenen 
Zelltypen intrazellulär nachgewiesen werden, und zwar sowohl Abx-40 als auch Abx-42. 
Dabei scheint intrazelluläres Ab  allerdings in anderen Kompartimenten zu entstehen als 
sezerniertes Ab  (Wertkin et al., 1993; Tienari et al., 1997; Wilson et al., 1999). Letzteres 
wird vermutlich in Neuronen in Golgi- und/oder post-Golgi-Vesikeln bzw. in nicht-neuro-
nalen Zellen im endosomalen/lysosomalen System gebildet. Intrazellulär nachgewiesenes 
Ab  befindet hingegen sich im ER/IK (Hartmann, 1999; Wilson et al., 1999). 
Im Gegensatz zu sezerniertem Ab  besteht intrazelluläres Ab  hauptsächlich aus Abx-42, 
dessen unlösliche Form mit zunehmender Dauer der Zellkultivierung zunimmt 
(Skovronsky et al., 1998). Durch Absterben der betroffenen Neuronen könnte akkumulier-
tes Abx-42 freigesetzt werden und dann den Nidus für die Akkumulation von sezerniertem 
Ab  bilden (Wilson et al., 1999). Das bedeutet, dass gerade intrazelluläres Ab  für die Ent-
stehung der amyloiden Plaques von entscheidender Bedeutung sein könnte (Turner et al., 
1996; Tienari et al., 1997).  
 
In Hirngewebe von Alzheimer Patienten wurde in Neuronen nachgewiesen, dass intra-
zelluläres Ab  und neurofibrilläre Bündel (siehe 1.2.2) co-lokalisiert sind und miteinander 




Beobachtungen weisen auf einen kausalen Zusammenhang zwischen der Amyloidbildung 
und der Aggregation von Tau bzw. der Entstehung der neurofibrillären Bündel hin.  
Ein weiterer Zusammenhang zwischen Ab- und Taupathologie ist dadurch gegeben, dass 
Ab  die Aktivität verschiedener Proteinkinasen, wie z.B. GSK-3, steigert, die u.a. auch Tau 
phosphorylieren (siehe 1.2.2). Ab  aktiviert außerdem Calpain, eine Calcium-abhängige 
Protease. Dadurch wird u.a. das Protein p35 gespalten, das für die Membranassoziation der 
Cdk5 verantwortlich ist. Dies führt dazu, dass die Cdk5 in die lösliche Form überführt 
wird. Während die membranassoziierte Form der Cdk5 (Trans-)Membranproteine, wie z.B. 
APP, phosphoryliert, phosphoryliert die lösliche Form u.a. die Neurofilamente und Tau 
(Dhavan und Tsai, 2001).  
 
1.4  Die Bedeutung der Phosphorylierung für das proteolytischen Prozessieren von 
APP 
 
Es gibt zahlreiche Untersuchungen, aus denen hervorgeht, dass bestimmte Signaltrans-
duktionsmechanismen das proteolytische Prozessieren von APP beeinflussen (Gandy, 
1999). Dazu gehören Signalwege, die durch muskarinerge Agenzien stimuliert werden, 
bzw. solche, in denen Protein Kinase C (PKC), Protein Kinase A (PKA), Protein-Phos-
phatasen 1 und 2A und/oder Rezeptor-Tyrosinkinasen eine Rolle spielen (Xu et al., 1996; 
Mills et al., 1997; Buxbaum et al., 1990; Wolf et al., 1995; Nitsch et al., 1996). Auch 
scheint die Phosphorylierung von APP durch die Prolin-dirigierende Cdc2-Kinase in 
bestimmten Phasen des Zell-Zyklus dessen proteolytisches Prozessieren zu beeinflussen 
(Suzuki et al., 1994). 
 
Die Regulation des APP-Prozessierens durch die PKC ist für die vorliegende Arbeit von 
besonderem Interesse. Daher soll im Folgenden näher auf die Rolle der PKC beim APP-
Metabolismus eingegangen werden. 
Aktivierung der PKC durch Phorbolester oder Neurotransmitter stimuliert den a-sekreto-
rischen Weg (Buxbaum et al., 1992) (siehe 1.3.3.1). Die APPsb-Sekretion wird dadurch 
meist indirekt beeinflusst, d.h. dass Aktivierung des a-Sekretase-Weges eine verringerte 
Prozessierung von APP durch die b-Sekretase zur Folge hat. Allerdings ist die beobachtete 
Wirkung auf die Ab-Sekretion abhängig vom jeweils verwendeten Zelltyp und manchmal 




Die genauen Ursachen des „PKC-Effekts“ sind noch unklar. Er scheint jedoch unabhängig 
von der in vitro nachgewiesenen cytoplasmatischen Phosphorylierung von APP durch PKC 
zu sein (Gandy et al., 1988; Suzuki et al., 1992). Dies wurde an Zellen gezeigt, die APP 
mit einer Mutation der durch PKC phosphorylierbaren Aminosäure bzw. mit deletierter 
cytoplasmatischer Domäne exprimieren. Das APP-Prozessieren dieser Mutanten reagiert 
ebenso sensitiv auf Phorbolester wie in Kontrollzellen (Haass et al., 1993; da Cruz e Silva 
et al., 1993).  
Es gibt verschiedene Möglichkeiten, wie die PKC die a-Sekretase-Spaltung beeinflussen 
könnte. Einerseits könnte die PKC die a-Sekretase direkt phosphorylieren (Skovronsky et 
al., 2000a); dies konnte für MDC9 (siehe 1.3.3.1) gezeigt werden (Roghani et al., 1999). 
Andererseits könnte die Aktivierung der PKC den APP-Transport vom TGN zur Zellober-
fläche beschleunigen. Dies würde zu einem gesteigerten Einbau von APP in die Plasma-
membran führen, wo die a-Sekretase-Spaltung erfolgt (Caporaso et al., 1994; Xu et al., 
1995).  
 
Während des Verlaufs der Alzheimer Demenz vom sporadischen Typ treten Dysfunktionen 
verschiedener Signaltransduktionssysteme auf. Dazu gehören eine reduzierte Produktion 
von Phosphoinosit-4,5-bisphosphat, eine Beeinträchtigung von G-Protein vermittelten Sig-
nalkaskaden, Veränderungen in der APP-Go-Signaltransduktion sowie ein verminderter 
neuronaler Gehalt der PKC (Fowler et al., 1995; Roth et al., 1995).  
Die Ursachen für die genannten, nicht nur auf das Gehirn beschränkten Veränderungen 
sind noch unbekannt. Auch der (kausale) Zusammenhang zwischen den veränderten Sig-
nalkaskaden und z.B. dem proteolytischen Prozessieren von APP ist noch weitgehend 
unklar (Fowler et al., 1995; Roth et al., 1995).  
 
1.5 Die O-GlcNAc-Modifikation 
 
Bis vor ca. 15 Jahren ging man davon aus, dass Proteine nur auf ihren extrazellulären 
Domänen glykosyliert sein können, da man annahm, dass die Glykosylierung von Pro-
teinen nur in lumenalen Kompartimenten des ER oder Golgi co- und post-translational 
stattfindet. Dann wurde allerdings eine Form der post-translationalen Glykosylierung ent-
deckt, die nicht im ER oder Golgi-Komplex stattfindet sondern im Cytosol und Zellkern. 




die Hydroxylgruppen von Serin- bzw. Threonin-Resten gebunden ist (O-GlcNAc) (Torres 
und Hart, 1984).  
 
O-GlcNAc ist eine weit verbreitete Modifikation. Sie wird von allen bisher untersuchten 
Eukaryoten exprimiert. Dazu gehören z.B. filamentöse Pilze, Pflanzen, Tiere, tierische 
Parasiten sowie für Eukaryoten infektiöse Viren (Comer und Hart, 2000). O-GlcNAc 
kommt auf Proteinen des Zellkerns sowie des Cytoplasmas vor, wobei die Kernhülle die 
höchste Konzentration an O-GlcNAc-modifizierten (O-GlcNAcylierten) Proteinen besitzt 
(Hart, 1997; Holt et al., 1987).  
Inzwischen konnten schon mehr als 100 Proteine als O-GlcNAc-modifiziert nachgewiesen 
werden (Dong et al., 1996). Dazu gehören die Kernporenproteine, an der Translation und 
Transkription beteiligte Proteine, Tumorsuppressor-Proteine und Oncogene, Proteine des 
Cytoskeletts, Kinasen und Phosphatasen sowie Membranproteine (Comer und Hart, 1999; 
Hart, 1997; Roos und Hanover, 2000; Snow und Hart, 1998; Griffith et al., 1995; Cheng 
und Hart, 2001; Jiang und Hart, 1997). Für das Kernporenprotein p62, aber auch für andere 
Proteine konnte gezeigt werden, dass mehrere Aminosäuren eines Proteins mit O-GlcNAc 
modifiziert sein können (Lubas et al., 1995; Dong et al., 1996). 
 
1.5.1 Mögliche Funktionen der O-GlcNAc-Modifikation 
 
Die genauen biochemischen Funktionen von O-GlcNAc sind noch nicht bekannt, jedoch 
deuten verschiedene Experimente auf lebensnotwendige Funktionen von O-GlcNAc hin. 
So führt z.B. Transfektion von CHO-Zellen mit einer cytoplasmatisch oder nukleär lokali-
sierten Galactosyltransferase zur Galactosylierung von O-GlcNAc („capping“) und bewirkt 
das Absterben der Zellen innerhalb eines Zellzyklus. Die Autoren führen diesen letalen 
Effekt auf die Hemmung des O-GlcNAc-Metabolismus zurück (Snow et al., 1996; Hart et 
al., 1996). Außerdem sind embryonale Stammzellen mit einem inaktivierten Gen der O-
GlcNAc-Transferase (OGT) (siehe 1.5.2.1) nicht lebensfähig, was deutlich macht, dass die 
OGT für die Maus-Ontogenität sowie die Vitalität embryonaler Stammzellen essentiell ist 





















































Abb. 4: Zusammenhang zwischen den Proteinmodifikationen O-GlcNAc und Phosphat (nach Comer 
und Hart, 2000) 
Zur Vereinfachung der Komplexität ist ein Protein mit zwei möglichen Modifikationsstellen (Stelle 
A und Stelle B) dargestellt. Ausgehend vom unmodifizierten Zustand kann das Protein entweder O-
GlcNAcyliert (Wege 1 und 3) oder phosphoryliert (Weg 2) werden. Auch ist ein reziproker 
Zusammenhang zwischen den beiden Modifikationen an derselben Stelle (Weg 4) oder aber an 
unterschiedlichen Stellen (Weg 5) möglich. Bestimmte zelluläre Signale können zum jeweiligen 
Austausch zwischen O-GlcNAc und Phosphat führen. Die beiden Modifikationen könnten auch auf 
zelluläre Stimuli hin unabhängig von einander an dieselben (Wege 1 und 2) oder verschiedenen 
Serin-/Threonin-Reste (Wege 2 und 3) gebunden oder von ihnen abgespalten werden. Diese unter-
schiedlichen Modifikationszustände können mit unterschiedlichen Funktionen des Proteins verbun-
den sein. Die beiden Modifikationen können sich auch gegenseitig beeinflussen, so dass das Protein 
nacheinander O-GlcNAcyliert und phosphoryliert wird (Wege 2 bis 6 oder 3 bis 7). Nicht darge-
stellt ist die Möglichkeit, dass die Stelle A phosphoryliert ist bzw. beide Stellen mit O-GlcNAc 
oder nur Phosphat modifiziert sind. 
 
Alle bisher identifizierten O-GlcNAcylierten Proteine sind Phosphoproteine. Viele der O-
GlcNAc-modifizierten Stellen ähneln Konsensus-Sequenzen verschiedener Kinasen, wie 
z.B. der Prolin-dirigierenden Kinasen, Caseinkinase II und GSK-3 (Haltiwanger et al., 
1992a; Hayes und Hart, 1994; Hart et al., 1996). Tatsächlich kompetieren O-GlcNAc und 
Phosphat in einigen Fällen um dieselbe Aminosäure, wie z.B. für den murinen Östrogen-
Rezeptor b , das SV40 T-Antigen sowie das Oncogen c-Myc gezeigt wurde (Cheng et al., 
2000; Cheng und Hart, 2001; Medina et al., 1998; Chou et al., 1995). Es konnte aber auch 
die Co-Existenz von O-GlcNAc und Phosphat auf verschiedenen Serin-/Threonin-Resten 
eines Proteins gezeigt werden (Dong et al., 1996). 
Experimente mit Aktivatoren (Inhibitoren) von Kinasen bzw. Phosphatasen weisen auf 




neuronen führte die Aktivierung der PKC oder PKA zu einer Reduktion der O-GlcNAc-
Modifikation, und zwar hauptsächlich bei cytoskeletalen und mit dem Cytoskelett assozi-
ierten Proteinen (Griffith und Schmitz, 1999). Auch Inhibition von Phosphatasen mittels 
Okadasäure reduzierte den O-GlcNAc-Einbau in hauptsächlich nukleäre Proteine 
(Lefebvre et al., 1999).  
Da Signalkaskaden zelluläre Prozesse durch (De-)Phosphorylierung von Proteinen regulie-
ren, könnte O-GlcNAc eine für Kohlenhydrate ungewöhnliche, direkte Rolle bei Signal-
kaskaden spielen (Wells et al., 2001). So kann O-GlcNAc den Phosphorylierungsgrad von 
Proteinen durch sterische Hinderung oder Blockade der Phosphorylierungsstellen beein-
flussen. Zum anderen ist aber auch möglich, dass O-GlcNAc-modifizierte Proteine eine 
andere Konformation annehmen als die durch negativ geladene Phosphatreste modifizier-
ten Proteine, so dass daraus je nach Modifikation unterschiedliche Aktivitätszustände ein 
und desselben Proteins resultieren (Hanover et al., 1999). Das komplexe Zusammenspiel 
zwischen O-GlcNAc und Phosphat ist vereinfacht in Abb. 4 dargestellt.  
Die Ähnlichkeit der O-GlcNAc-Modifikation mit der Phosphorylierung von Proteinen wird 
durch weitere Beobachtungen unterstützt: 1. O-GlcNAc besitzt eine sehr viel größere 
Umsatzrate als das Trägerprotein, was man für eine dynamische, in Signaltransduktion 
involvierte post-translationale Modifikation erwarten würde. Dies wurde für Cytokeratine 
sowie für kleine Hitzschock-Proteine gezeigt (Chou und Omary, 1993; Roquemore et al., 
1996). 2. In bestimmten Fällen reagiert O-GlcNAc auf zelluläre Stimuli, wie z.B. bei der 
Aktivierung von Lymphocyten mit Concavalin A (Kearse und Hart, 1991). 3. Die O-
GlcNAc-Expression z.B. der Cytokeratine sowie verschiedener Kernporenproteine ist 
abhängig vom Zellzyklus (Chou und Omary, 1993; Hayes und Hart, 1994).  
 
O-GlcNAc werden auch noch weitere Funktionen zugeschrieben. Viele der O-GlcNAc-
modifizierten Proteine können multimere Komplexe bilden, wie z.B. die Kernporenpro-
teine. Es wird daher angenommen, dass O-GlcNAc die Assoziation von Proteinen begüns-
tigen oder stabilisieren kann (Hart et al., 1996). Außerdem scheint O-GlcNAc eine Rolle 
beim „Turnover“ von Proteinen zu spielen, die „PEST“-Sequenzen1 tragen. Proteine mit 
einer oder mehreren PEST-Sequenzen werden schnell abgebaut, wenn diese phosphoryliert 
sind,  wohingegen  die  O-GlcNAc-Modifikation  dieser  Serin- bzw.   Threonin-Reste  den 
                                                                 
1 PEST-Sequenzen zeichnen sich durch einen hohen Gehalt an Prolin (P), Glutamat (E), Serin (S) und 




PEST-vermittelten Abbau zu verhindern scheint (Hayes und Hart, 1994; Haltiwanger et al., 
1992a; Rechensteiner, 1990). Dies konnte für den Östrogen-Rezeptor b  gezeigt werden 
(Cheng et al., 2000). Weiterhin wird angenommen, dass O-GlcNAc als Glucose-Sensor 
fungieren könnte, da die extrazelluläre Glucose-Konzentration die O-GlcNAcylierung von 
Proteinen beeinflussen kann. Essentiell dafür ist, dass Glucose über Glucosamin zu UDP-
GlcNAc, dem Substrat der O-GlcNAc-Transferase metabolisiert wird (Han et al., 2000; 
Liu et al., 2000).  
 
1.5.2  Enzyme des O-GlcNAc-Zyklus 
 
1.5.2.1 Die O-GlcNAc-Transferase 
 
Eine O-GlcNAc-Transferase1 (OGT) mit cytosolischer und nukleärer Enzymaktivität 
wurde zunächst aus Rattenleber und aus Membranen von Kaninchenreticulocyten isoliert 
(Haltiwanger et al., 1990).  
Das aus Rattenleber, humanen Erythrocyten und C. elegans klonierte OGT-Gen befindet 
sich auf dem X-Chromosom (Kreppel et al., 1997; Lubas et al., 1997; Shafi et al., 2000). 
Das Gen kann in allen bisher untersuchten Eukaryoten nachgewiesen werden und weist 
keine Sequenz- oder Struktur-Homologie zu bisher klonierten UDP-GlcNAc-Transferasen 
auf (Kreppel und Hart, 1999). In der Pflanze Arabidopsis wurde ein homologes Gen 
(spindly, spy) identifiziert, dessen Genprodukt in die Hemmung des Gibberilin-
Signaltransduktionsweges involviert ist (Thornton et al., 1999).  
 
Die OGT ist ein Heterotrimer aus zwei a- und einer b-Untereinheit. Die a-Untereinheit 
(p110) enthält wahrscheinlich das katalytische Zentrum, während die b-Untereinheit (p78) 
vermutlich ähnlich wie bei anderen Glykosyltransferasen regulatorische Funktionen besitzt 
(Haltiwanger et al., 1992b).  
Die OGT ist zwischen den Spezies hoch konserviert und wird in allen bisher untersuchten 
Geweben exprimiert, wobei die stärkste Expression im Pankreas zu beobachten ist (Lubas 
et al., 1997). Das Enzym ist O-GlcNAcyliert und besitzt eine Konsensus-Sequenz für 
Tyrosin-Phosphorylierung, so dass die Enzymaktivität vermutlich durch eine oder mehrere 
  
                                                                 




Rezeptor-Tyrosinkinasen reguliert werden kann (Kreppel et al., 1997). Des weiteren sind 
UDP, UTP sowie UDP-GlcNAc, nicht aber UDP-GalNAc oder UMP, potente Inhibitoren 
des Enzyms (Haltiwanger et al., 1992b).  
 
1.5.2.2 Die O-GlcNAc-Hydrolase 
 
Ähnlich wie Phosphatasen für die Abspaltung von Phosphat verantwortlich sind, sind O-
GlcNAc-Hydrolasen1 verantwortlich für die Abspaltung von O-GlcNAc. Eine cytosolische 
und nukleäre O-GlcNAc-Hydrolase, die selektiv O-glykosidisch gebundenes GlcNAc 
abspaltet, konnte aus Rattenmilz aufgereinigt und identifiziert werden (Dong und Hart, 
1994).  
Das Gen der O-GlcNAc-Hydrolase, das sich auf Chromosom 10 befindet, konnte kürzlich 
aus humanem Hirn kloniert werden. Die O-GlcNAc-Hydrolase, die keine signifikante 
Homologie zu anderen Proteinen oder Glykosidasen aufweist, ist in höheren Eukaryoten 
konserviert, während ein Homolog in Hefen oder Prokaryoten fehlt (Gao et al., 2001).  
 
Die O-GlcNAc-Hydrolase ist ein Heterodimer bestehend aus einer a- und einer b- Unter-
einheit. Die Enzymaktivität ist in allen untersuchten Rattengeweben nachweisbar und hat 
im Gegensatz zur lysosomalen GlcNAc-Hydrolase ein neutrales pH-Optimum (Dong und 
Hart, 1994). Das Enzym wird durch GlcNAc und dessen Analoga. einschließlich PUGNAc 
(O-(2-Acetamido-2-deoxy-D-glucopyranosyliden)-amino-N-phenylcarbamat) und 
LOGNAC (2-Acetamido-2-deoxy-D-gluconhydroxim-1,5-lacton) gehemmt (Haltiwanger 
et al., 1998). 
 
1.5.3 Zusammenhang zwischen O-GlcNAc und der Alzheimer Krankheit 
 
Es gibt verschiedene Hinweise für eine mögliche Beteiligung von O-GlcNAc an der 
Pathogenese der AD. So sind die beiden an der Entstehung der Krankheit beteiligten Pro-
teine Tau (siehe 1.2.2) und APP (siehe 1.3) O-GlcNAc-modifiziert (Arnold et al., 1996; 
Griffith et al., 1995). Es ist nicht auszuschließen, dass auch die Preseniline O-GlcNAcyliert 
sind, da sie auch phosphoryliert sind und darüber hinaus die N-terminale Region von PS2 
  





einer PEST-Sequenz ähnelt (Walter et al., 1998; Li und Greenwald, 1996). Zudem werden 
bei der Krankheit Störungen verschiedener Signaltransduktionssysteme beobachtet (Roth 
et al., 1995; Mattson et al., 1998) (siehe 1.4).  
Da die O-GlcNAc-Modifikation vermutlich ein zur Phosphorylierung alternatives 
Signaltransduktionssystem darstellt (siehe 1.5.1), spielen möglicherweise neben veränder-
ten Kinase-/Phosphatase-Aktivitäten auch Veränderungen der Aktivitäten und/oder 
Expression der OGT bzw. O-GlcNAc-Hydrolase bei der Pathogenese der AD eine Rolle.  
 
Ein weiterer Hinweis auf Veränderungen der O-GlcNAc-Modifikation von Proteinen bei 
der AD lässt sich daraus ableiten, dass im Vergleich zu Hirnen von gesunden Kontroll-
patienten in Hirnen von Alzheimer Patienten mit dem Cytoskelett assoziierte Proteine eine 
gesteigerte O-GlcNAc-Modifikation aufweisen. Dies ist nur in Hirnregionen nachweisbar, 
die von den pathologischen Veränderungen der Krankheit betroffen sind, wie z.B. Hippo-
campus, Temporal- und Frontalcortex (Griffith und Schmitz, 1995). Die von der gestei-
gerten O-GlcNAcylierung betroffenen Proteine sind allerdings noch unbekannt.  
Es wurde auch bei Alzheimer Patienten im Vergleich zu gesunden Kontrollpersonen eine 
geringere Expression der O-GlcNAc-modifizierten Proteine AP-3 und AP-1801 beobachtet 
(Yao und Coleman, 1998a; Yao und Coleman, 1998b). Allerdings lässt sich aufgrund der 
reduzierten Proteinmenge keine Aussage darüber machen, ob auch die O-GlcNAc-Expres-
sion dieser Proteine verändert ist. 
 
1.6 Zielsetzung der Arbeit 
 
Das APP-Prozessieren wird durch verschiedene Signaltransduktionssysteme reguliert. Wie 
in 1.4 diskutiert, ist von besonderer Bedeutung, dass das APP-Prozessieren durch PKC 
regulierbar ist. Da O-GlcNAc als ein zur Phosphorylierung alternatives Signaltransduk-
tionssystem gilt und auch gezeigt worden ist, dass sich die O-GlcNAc-Expression reziprok 
zur PKC-Aktivierung/-Inaktivierung verhält, lässt sich postulieren, dass der APP-Metabo-
lismus durch O-GlcNAcylierung beeinflusst werden kann. 
Ein weiterer Hinweis ist, dass in Hirnen von Alzheimer Patienten eine erhöhte O-GlcNAc-
Modifikation von cytoskeletalen und mit dem Cytoskelett-assoziierten Proteinen im Ver-
gleich zu Hirnen von Kontrollpatienten beobachtet wurde (siehe 1.5.3). Es ist nicht 
bekannt, ob APP aus Gehirnen von Alzheimer Patienten eine veränderte O-GlcNAc-Modi-
                                                                 




fikation aufweist. Es ist möglich, dass die abnorme O-GlcNAc-Modifikation von (regulato-
rischen) Proteinen oder von APP selbst dessen proteolytisches Prozessieren beeinflusst. 
 
In der vorliegenden Arbeit sollte der mögliche Einfluss der O-GlcNAc-Modifikation von 
Proteinen auf das proteolytische Prozessieren des humanen APP695 untersucht werden. An 
Neuroblastomzellen in Kultur wurde daher (a) die O-GlcNAc-Modifikation von APP und 
(b) die Auswirkungen einer verstärkten O-GlcNAc-Modifikation aller Proteine, die durch 
Hemmung der O-GlcNAc-Hydrolase erreicht wurde, auf verschiedene Parameter des APP-
Metabolismus untersucht.  
 
Material und Methoden 
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2.  Material und Methoden  
 




Gerät Typ; Hersteller/Vertrieb Sitz 
   
Elektrophorese-System für 
Proteinauftrennung 
Mini-Protean II; Bio-Rad München 
Geltrockner Fröbel Laborgeräte Köln 
Membranpumpen M72C; Vacuubrand Wertheim 
Mikroskop DMIL; Leica Wetzlar 
pH-Messgerät 761 Calimatic; Knick Fastnacht Bonn 
Reinstwasser-Anlage Barbstead E-Pure; Werner Leverkusen 
Spannungsquelle PowerPac200; BioRad München 
Sterilbank BHA72; Schrader Friedland 
Tiefkühlschrank -80 °C Ultra Low; Sanyo Japan 
Titertek PLUS MS2  ICN Meckenheim 
Vortexer Certomat MV; Braun Biotech Int. Melsungen 
Zell-Inkubator Modell 160; ICN Eschwege 
Zentrifugen: Biofuge 15R; Heraeus Osterode 
 Biofuge 13, Heraeus Osterode 
 Labofuge 200; Heraeus Osterode 




Artikel Hersteller Sitz 
   
Einweg Zellschaber Becton-Dickinson Plymouth, GB 
Flexible Falcon 3912 Mikrotiter-
Platten 
Becton-Dickinson Heidelberg 
Kryogefäße, 1ml Greiner Solingen 
Mikroreaktionsgefäße, 1,5ml Eppendorf Hamburg 
Petrischalen Sarstedt Nümbrecht 
Pipetten Sarstedt Nümbrecht 
T75-Zellkulturflaschen Sarstedt Nümbrecht 
Zellkulturschalen 6cm Sarstedt Nümbrecht 
Zentrifugenröhrchen 15 ml FalconÒ, Becton-Dickinson Plymouth, GB 
Zentrifugenröhrchen 50 ml FalconÒ, Becton-Dickinson Plymouth, GB 
   
 





Alle nicht aufgeführten Chemikalien stammen von der Firma Merck, Darmstadt. 
 
Reagenz Hersteller Sitz 
   
Acrylamid Serva Heidelberg 
Ammoniumpersulfat-Lösung Sigma Deisenhofen 
Aprotinin Roche Mannheim 








DC (Detergent Compatible) Protein 
Assay 
Biorad München 
DMSO Sigma Deisenhofen 
DOTAPÒ Roche Mannheim 
Dulbecco’s Modified Eagle Medium 
(DMEM) 
Sigma Deisenhofen 
Ethylendiamintetraacetat (EDTA) Riedl-de Haën Seelze 
Fötales Kälberserum (FKS) Sigma Deisenhofen 
Geneticin (G418) ICN Meckenheim 
Glutamin Fluka Neu-Ulm 
HEPES Serva Heidelberg 
Leupeptin Sigma Deisenhofen 
LumilightPlus Roche Mannheim 
Mercapthoethanol Sigma Deisenhofen 
Micr-O-protect Roche Mannheim 
Mowiol Hoechst Frankfurt 
Natriumdodecylsulfat Biorad München 
Nitrocellulose-Membran Satorius Göttingen 
Nonidet P 40 Roche Mannheim 
Penicillin/Streptomycin Sigma Deisenhofen 
Pepstatin Roche Mannheim 
PMSF Sigma Deisenhofen 
Ponceau-S Serva Heidelberg 
Protein-Molekulargewichtsstandard Gibco-BRL Freiburg 
Rinderserumalbumin (BSA) Sigma Deisenhofen 
RPMI 1640 Sigma Deisenhofen 
Röntgenfilme X-OMAT AR Eastman-Kodak München 
SuperSignalÒSubstrate Pierce Rochester, USA 
TEMED Pharmacia Freiburg 
Trypsin (für die Zellkultur) Roche Mannheim 
Wasserstoffperoxid Riedl-de Haën Seelze 
 







8E5 Monoklonaler Maus-Antikörper gegen das Epitop 444-592 
von APP. Humanspezifisch. Aliquots mit Glycerin im 
Verhältnis 1:1 (v/v), Antikörperkonzentration: 2,65 µg/µl 
AL25 Polyklonaler Kaninchen-Antikörper gegen die p110-
Untereinheit der O-GlcNAc-Transferase 
AL28 Polyklonaler Kaninchen-Antikörper gegen den C-Terminus 
der p110-Untereinheit der O-GlcNAc-Transferase 
anti-APPs-IgY-Antikörper Polyklonaler Huhn-Antikörper gegen rekombinantes APPs  
HGAC39 Monoklonaler Maus-Antikörper gegen O-GlcNAc 
RL2 Monoklonaler Maus-Antikörper gegen O-GlcNAc der Fa. 
Affinity Bioreagents Inc., USA. Aliquots mit Glycerin im 
Verhältnis 1:1 (v/v), Antikörperkonzentration: 1µg/µl 
W0-2 Monoklonaler Maus-Antikörper gegen das Ab-Epitop von 
APP. Humanspezifisch. Antikörperkonzentration 0,5 µg/µl 
 
Der 8E5-Antikörper wurde freundlicherweise von Athena Neuroscience (San Francisco), 
der W0-2-Antikörper von K. Beyreuther (Heidelberg), der AL25- sowie AL28-Antikörper 
von G. Hart (Baltimore, USA) und die Eigelbe von mit rekombinantem APPs 
immunisierten Hühnern von V. Herzog (Bonn) zur Verfügung gestellt.  
Die Antikörper-Zelllinie des HGAC39-Antikörpers wurde freundlicherweise von N. 
Greenspan (Cleveland, Ohio, USA) zur Verfügung gestellt. 
 





anti-Maus-POD Polyklonaler Ziege-Antikörper, der die Maus-Antikörper der 
Subklassen IgG und IgM erkennt, gekoppelt an Meerrettich-
Peroxidase 
anti-Kaninchen-POD Polyklonaler Ziege-Antikörper, der die Kaninchen-Antikörper der 
Subklassen IgG und IgM erkennt, gekoppelt an Meerrettich-
Peroxidase 
anti-Maus-Cy3 Polyklonaler Ziege-Antikörper, der die Maus-Antikörper der 
Subklasse IgG erkennt, gekoppelt an Cy3 
 
Alle Zweitantikörper wurden von der Firma Dianova (Hamburg) bezogen. 
 
2.2 Lösungen und Puffer 
 








   









   
Pepstatin-Stammlösung: 1 mg/ml Pepstatin 
in Methanol 
   
Probenpuffer (5fach): 250 mM 
7,5 % (w/v) 
30 % (w/v) 
0,25 %(w/v) 















2.3.1.1 Kultivierung und Subkultivierung von N2a- sowie COS-Zellen 
 












pH 7,2-7,4 (eingestellt) 
   




   
Zellkulturmedium: RPMI 1640 (mit Glutamin)  
 1 % (v/v) 
0,2 % (w/v) 




   
 DMEM 
 1 % (v/v) 
1 % (w/v) 






Murine N2a-Neuroblastomzellen wurden in Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von 
PD Dr. T. Bayer, Klinik für Psychiatrie und Psychotherapie, Universität Bonn, stabil mit 
der cDNA des Wildtyps bzw. der schwedischen Mutante des humanen APP695 (N2a-
APP695- bzw. N2a-APP695Sw-Zellen) transfiziert. Als Expressionsvektor diente der 
retrovirale Vektor pLXSN. Nähere Angaben zur Durchführung der Transfektion sind 
Weggen (1996) zu entnehmen.  
 
N2a-Zellen werden in RPMI mit 10 % fötalem Kälberserum (FKS) und 1 % 
Penicillin/Streptomycin bei 37 °C und in 5 % CO2-Atmosphäre kultiviert. Die Selektion 
der Zellen, die das Plasmid stabil in ihr Genom integriert haben, erfolgt mit Geneticin 
G418 (0,2 %) in RPMI-Kulturmedium. Die Kultivierung erfolgt in T75-Zellkulturflaschen, 
die zur besseren Adhäsion der Zellen mit 0,1 % poly-L-Lysin (PLL) beschichtetet werden.  
Die für die transiente Transfektion verwendeten COS-Zellen werden in DMEM mit 10 % 
FKS, 1 % Penicillin/Streptomycin und 1 % Glutamin bei 37 °C und in 5 % CO2-
Atmosphäre kultiviert. 
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Ca. 95 % konfluente Zellen werden dreimal mit HBSS- gewaschen und dann zur 
Dissoziation ca. 3 min mit Trypsin/HBSS- inkubiert. Durch Zugabe von 1/10 Vol. FKS 
wird der Prozess gestoppt, die Zellsuspension in ein 15 ml Zentrifugenröhrchen überführt 
und bei 150 g pelletiert. Das Zellpellet wird in Kulturmedium resuspendiert und 
abschließend in einem Verhältnis von 1:10 auf neue Zellkulturflaschen verteilt.  
 
2.3.1.2 Langzeit-Lagerung von Zellen 
 
Einfrier-Medium: 90 % (v/v) 




Zellen mit einer Konfluenz von ca. 95 % werden aus einer T75-Zellkulturflasche abgelöst 
und pelletiert (siehe 2.3.1.1). Das Zellsediment wird in 2 ml der Einfrierlösung 
resuspendiert und auf zwei 1 ml Kryogefäße verteilt. Bevor die Zellen zur Langzeit-
Lagerung in flüssigen Stickstoff überführt werden, werden sie ca. 1 Woche bei -80 °C 
aufbewahrt. 
 
2.3.1.3 Transiente Transfektion von N2a- sowie COS-Zellen 
 
Die transiente Transfektion der N2a- sowie COS-Zellen mit der cDNA der O-GlcNAc-
Transferase aus Ratte, die freundlicherweise von G. Hart (Baltimore, USA) zur Verfügung 
gestellt wurde, erfolgt mit dem DOTAP-Kit der Fa. Roche entsprechend der Anleitung des 
Herstellers. Es werden 5 µg cDNA pro Petrischale (6 cm Durchmesser) zur Transfektion 
eingesetzt. Die Inkubation mit der DOTAP/cDNA-Mischung erfolgt 18 h. Nach 
dreimaligem Waschen mit HBSS- werden die Zellen für weitere 24 h in Kulturmedium 
kultiviert.  
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2.3.1.4 Kultivierung von Zellen in Ab- und Anwesenheit von PUGNAc 
 
Zur Behandlung der N2a- und N2a-APP695-Zellen mit PUGNAc, einem potenten Inhibitor 
der O-GlcNAc-Hydrolase, werden 0,25 x 106 Zellen/Petrischale (6 cm Durchmesser) 
ausgesät (siehe 2.3.1.1). Nach 72 h werden die Zellen dreimal mit HBSS- gewaschen, 1,5 
ml serumfreies RPMI und dann 40 µM PUGNAc (1,5 µl einer 40 mM Stammlösung) bzw. 
die äquivalente Menge aqua dem. zugegeben. Die Zellen werden anschließend 20 h 
weiterkultiviert. 
 
2.3.1.5 Herstellung von Gesamthomogenaten von Zellen 
 
Homogenisierungspuffer 10 mM 
140 mM 
3 mM 
1 % (v/v) 
Na2HPO4/NaH2PO4, pH 8,0 (eingestellt) 
NaCl 
MgCl2 
Nonidet P 40 (NP-40) 
   
DPBS: Lösung A (10fach)  






Na2HPO4 • 2 H2O 
KH2PO4 
 Lösung B (1.000fach)  
 0,9 M 
0,9 M 
MgCl2 • 6 H2O 
CaCl2 • 2 H2O 
 
100 mM GlcNAc sowie die Proteaseinhibitoren PMSF (1 mM), Aprotinin (1 µg/ml), 
Leupeptin (1 µg/ml) sowie Pepstatin (1 µg/ml) werden dem Homogenisierungspuffer 
unmittelbar vor Gebrauch zugegeben.  
Nach dreimaligem Waschen mit DPBS werden die Zellen mit einem Zellschaber in 
Homogenisierungspuffer abgelöst und suspendiert. Nach 30minütiger Inkubation auf Eis 
wird die Suspension 10 min bei 15000 g (Biofuge 15R, Rotor 3743) und 4 °C zentrifugiert. 
100 µl des Überstandes (Gesamthomogenat) werden direkt mit 25 µl 5fach Probenpuffer 
(siehe 2.2) versetzt und bis zur Analyse bei -20 °C, der restliche Überstand bei -80 °C 
aufbewahrt. 
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2.3.1.6 Präparation der Detergens-löslichen Fraktion und der Detergens-unlöslichen 
 Cytoskelettfraktion (nach Refolo et al., 1991) 
 
Solubilisierungspuffer A: 
10 mM PIPES (Serva, Heidelberg) 
50 mM KCl 
2 mM EGTA (Boehringer, Mannheim) 
1 mM MgCl2 
2 M Glycerin 
0,5 % (w/v) Triton X-100 (Serva, Heidelberg) 
100 mM GlcNAc (Sigma, München) 
 
Solubilisierungspuffer B: 
50 mM Tris, pH 7,4 
10 mM  EGTA 
10 mM EDTA 
100 mM NaCl 
1 % (w/v) SDS 
100 mM GlcNAc 
 
100 mM GlcNAc sowie die Proteaseinhibitoren PMSF (1 mM), Aprotinin (1 µg/ml), 
Leupeptin (1 µg/ml) und Pepstatin (1 µg/ml) werden frisch zu den Puffern hinzugegeben. 
Die Zellen werden dreimal mit DPBS (siehe 2.3.1.5) und einmal mit Solubilisierungspuffer 
A ohne Triton X-100 gewaschen bevor sie 5 min bei Raumtemperatur (RT) mit 
Solubilisierungspuffer A (mit Triton X-100) inkubiert und so extrahiert werden. Die 
Detergenslösung wird abgenommen und 10 min bei RT und 15000 g zentrifugiert. Der 
Überstand wird als Detergens-lösliche Fraktion bezeichnet.  
Die in der Petrischale verbliebenen Zellreste werden mit Solubilisierungspuffer A ohne 
Triton X-100 abgeschabt und mit einer Pistille auf Eis homogenisiert. Das Homogenat 
wird 15 min bei 4 °C und 10000 g zentrifugiert. Das Detergens-unlösliche Pellet wird in 
Solubilisierungspuffer B resuspendiert und ca. 7mal durch eine 22 gauge Nadel gepresst 
und zuletzt 10 min bei 100 °C erhitzt, um den Lösungsvorgang zu unterstützen. Nach einer 
abschließenden 10-minütigen Zentrifugation bei RT und 15000 g wird der Überstand, bei 
dem es sich um die Detergens-unlösliche Cytoskelettfraktion handelt, abpipettiert.  
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2.3.1.7 Gewinnung von konditionierten Medien 
 
Ca. 85 % konfluente Zellen werden dreimal mit HBSS- gewaschen und in serumfreiem 
Kulturmedium ca. 22 h weiterkultiviert. Der Zellkulturüberstand (konditioniertes Medium) 
wird abgenommen und mit den Proteaseinhibitoren PMSF (1 mM), Aprotinin (1 µg/ml), 
Leupeptin (1 µg/ml) sowie Pepstatin (1 µg/ml) versetzt. Ein Teil des konditionierten 
Mediums wird mit 5fach Probenpuffer (siehe 2.2) versetzt und bei -20 °C, der Rest nach 
Einfrieren in flüssigem Stickstoff bei -80 °C aufbewahrt.  
 
2.3.2 Bestimmung der Proteinkonzentration  
 
„Reagenz A“, „Reagenz S“ und „Reagenz B“ des Proteinbestimmungskits DC (Detergent Compatible) 
 Protein Assay nach der Methode von Lowry (1951) (BioRad, München) 
Bradford-Reagenz (BioRad, München) 
 
Die Bestimmung der Proteinkonzentration nach Lowry bzw. Bradford wird gemäß den 
Angaben des Herstellers durchgeführt. Als Standard dient eine Verdünnungsreihe von 
BSA in Homogenisierungspuffer bzw. PBS bei Zellkulturüberständen. Die 
Ausgangskonzentration beträgt 10 µg/µl. Sie wird schrittweise bis zu einer 
Endkonzentration von 0,00049 µg/µl verdünnt. Sowohl von der Standardverdünnungsreihe 
als auch von den einzelnen Proben werden Dreifachbestimmungen durchgeführt.  
Aus den Mittelwerten der Standardverdünnungsreihe wird nach Abzug des Hintergrundes 
eine Eichkurve erstellt. Durch Auftragen der optischen Dichte gegen die Konzentration 
lässt sich die Proteinkonzentration direkt bestimmen.  
 
2.3.3 Proteinchemische Methoden 
 









pH 7,4 (eingestellt) 
   
Tris -Puffer: 1 mM 
 
Tris/HCl 
pH 7,9 (eingestellt) 
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1 ml frisch präpariertes Gesamthomogenat wird mit 150 µl des an CNBr-aktivierte 
Sepharose gekoppelten polyklonalen anti-APPs-IgY-Antikörpers (siehe 2.3.4) über Nacht 
(ü. N.) unter Rotieren bei 4 °C inkubiert. Am nächsten Tag wird der Antigen-Antikörper-
Sepharose-Komplex durch 2-minütige Zentrifugation bei 13000 rpm (Biofuge 15R, Rotor 
3743) und 4 °C pelletiert. Der Überstand wird verworfen und das Pellet dreimal mit je 1 ml 
LiCl-Puffer und abschließend einmal mit 1 ml Tris/HCl gewaschen. Anschließend wird das 
Pellet in 120 µl reduzierendem 2fach Probenpuffer aufgenommen und 10 min bei 100 °C 
erhitzt. Die eluierten Proteine werden durch SDS-PAGE (siehe 2.3.3.2) aufgetrennt. 
 
2.3.3.2 Auftrennung von Proteinen durch SDS-PAGE 
 
Acrylamid-Stammlösung: 29,2 % (w/v) 
0,8 % (w/v) 
Acrylamid 
Bisacrylamid 
   
APS-Lösung: 10 % (w/v) Ammoniumpersulfat (APS) 
   
Elektrophoresepuffer:  25 mM 
192 mM 





   
Sammelgelpuffer: 1 M Tris -HCl 
pH 6,8 
SDS-Lösung: 10 % (w/v) SDS in aqua dem. 
   
Trenngelpuffer: 1,5 M Tris -HCl 
pH 8,8 
 
Die Auftrennung von Proteinen gemäß ihres Molekulargewichtes erfolgt durch die 
diskontinuierliche Gelelektrophorese (SDS-PAGE) nach Laemmli (1970), bei der das 
Minigel-System der Fa. Biorad verwendet wird. Das Sammelgel hat eine Größe von 1 cm, 
das Trenngel von 6 cm. Die Zusammensetzung des Polyacrylamidgels und der Puffer 
entspricht der Vorschrift von Harlow und Lane (1988). Es wurden 1,5 mm dicke 
Polyacrylamidgele verwendet. 
Die zu untersuchenden, mit Probenpuffer gemischten Proteine werden 10 min bei 100 °C 
denaturiert bzw. immunpräzipitierte Proteine eluiert. Nach Auftragen der Proben in die 
Geltaschen erfolgt die Auftrennung, indem man zunächst einen Stromfluss von 30 mA 
anlegt. Hat die Proteinfront das Trenngel erreicht, wird die Stromstärke auf 50 mA erhöht. 
Als Molekulargewichtsstandard wird die „Molekulargewichtsleiter“ der Fa. Gibco 
verwendet. 
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2.3.3.3 Commassie-Blau Färbung von SDS-Polyacrylamidgelen 
 
Coomassie-Färbung: 6 % (w/v) 
2 % (v/v) 
 
0,1 % (w/v) 
Ammoniumsulfat 
Phosphorsäure 
6 % Ammoniumsulfat in 2 % Phosphorsäure lösen 
Coomassie brilliant blue G-250 (das in 10 ml aqua dem. gelöst 
ist, wobei sich 0,1 % auf das Gesamtvolumen bezieht.) 
   
Fixier-Lösung: 25 % (v/v) 




Die SDS-Gele werden 30 min bei RT in der Fixier-Lösung inkubiert und anschließend ü. 
N. bei RT in der Coomassie-Lösung gefärbt. Am nächsten Tag wird nichtgebundener 
Farbstoff mit aqua dem. solange herausgewaschen, bis die gefärbten Proteinbanden 
sichtbar sind. Die Trocknung der Gele erfolgt unter Vakuum. 
 
2.3.3.4 Westernblot nach dem Semi-dry Verfahren 
 
Anodenpuffer I: 300 mM 




   
Anodenpuffer II: 25 mM 




   
Kathodenpuffer: 25 mM 







Die durch SDS-PAGE aufgetrennten Proteine werden mit Hilfe eines elektrischen Feldes 
auf eine Nitrocellulose transferiert. Es wird eine selbstgebaute horizontale Transferkammer 
mit einem diskontinuierlichen Puffersystem verwendet.  
Vorbereitend werden zehn Stück Whatman-Filterpapier und ein Stück Nitrocellulose auf 
die Größe des SDS-Gels zugeschnitten. Es werden erst drei in Anodenpuffer I, dann zwei 
in Anodenpuffer II getränkte Filterpapiere auf die Anodengraphitplatte gelegt. Auf diesen 
Stapel legt man luftblasenfrei die mit Anodenpuffer II befeuchtete Nitrocellulose und das 
SDS-Gel. Bedeckt wird der Stapel mit fünf in Kathodenpuffer getränkten Filterpapieren. 
Abschließend wird die Kathodengraphitplatte aufgelegt. Der Transfer erfolgt bei einem 
konstanten Strom von 150 mA bis 3 mA/cm2 (entspricht bei einem der in 2.3.3.2 
beschriebenen Gele ca. 25 min) geflossen sind. Die Nitrocellulose wird vor der weiteren 
Verwendung in aqua dem. gewaschen.  
 





Ponceau-S-Färbung: 0,2 % (w/v) 




Die reversible Ponceau-S-Färbung erfolgt, um den Proteintransfer auf die 
Nitrocellulosemembran zu kontrollieren. Gleichzeitig ermöglicht sie das Markieren des 
Molekulargewichtsstandards und das eventuelle Zerschneiden der Membran in einzelne 
Bahnen. 
Nach dem Transfer der Proteine auf die Nitrocellulosemembran wird diese 2 min in der 
Ponceau S-Färbelösung inkubiert und anschließend mit Wasser gewaschen, wodurch die 
Proteine als rote Banden sichtbar werden. Nach Markierung der Proteinbanden des 
Molekulargewichtsstandards wird die Membran durch mehrmaliges Waschen mit PBS 
entfärbt. Die Nitrocellulosemembran wird 5 min in PBS aufgekocht, wodurch 
unspezifische Wechselwirkungen von Antikörpern mit der Nitrocellulosemembran bzw. 
mit anderen Proteinen minimiert werden (Ida et al., 1996). 
 
2.3.3.6 Detektion von Proteinen im Westernblot 
 
Blockierlösung: 5 % (w/v) 




   
Inkubationslösung für Antikörper 0,25 % (w/v) 



















   
Waschpuffer I: 0,5 % (w/v) Triton X-100 
in PBS 
   
Waschpuffer II: 0,05 % (v/v) Tween 20 
in PBS 
 
Die Nitrocellulose wird eine Stunde bei RT in der Blockierlösung inkubiert. Anschließend 
wird sie dreimal in PBS gewaschen bevor die Inkubation mit dem primären Antikörper ü. 
N. bei 4 °C erfolgt. Um unspezifische Bindungen des Antikörpers mit anderen Proteinen 
zu minimieren, wird die Membran dreimal jeweils 10 min mit Waschpuffer I gewaschen. 
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Die Inkubation mit dem sekundären, an Peroxidase-gekoppelten Antikörper erfolgt eine 
Stunde bei RT. Die Membran wird erneut dreimal jeweils 10 min mit Waschpuffer I 
gewaschen. Die Bindung beider Antikörper wird durch eine Chemilumineszensreaktion, 
die durch die Peroxidase katalysiert wird, nachgewiesen. Dabei wird das SuperSignalÒ 
Substrate-Kit der Fa. Pierce eingesetzt. Das emittierte Licht wird auf einem Röntgenfilm 
sichtbar gemacht. 
Wird der W0-2-Antikörper als Primärantikörper eingesetzt, erfolgen alle Waschschritte mit 
Waschpuffer II. Für die Chemilumineszensreaktion wird das LumilightPlus-Kit der Fa. 
Roche verwendet.  
 
2.3.3.7 Enzyme-Linked-Immunosorbent Assay (ELISA) 
 
Antigenverdünnungs-Lösung: 100 mM NaCO3 
   
Blockier-Lösung: 100 mM 
1 % (w/v) 
NaCO3 
BSA 
   
Acetatpuffer: 100 mM  




mit Eisessig auf pH 4,2 eingestellt 
   
ABTS-Lösung 2 % (2,2’-Azino-di(3-ethyl-benzthiazoliumsulfonsäure(6)) (Roche, Mannheim)  
   





H2O2 (35 %) 
   
Stopp-Lösung: 0,6 % (w/v) SDS 
 
Die Mikrotiterplatte wird mit ca. 50 µl konditioniertem Medium (45 ng/µl Protein) pro 
Vertiefung ü. N. bei 4 °C inkubiert. Am nächsten Tag wird dreimal mit PBS gewaschen 
bevor mit jeweils 200 µl Blockier-Lösung blockiert wird. Nach erneutem Waschen mit 
PBS werden 50 µl des primären 8E5-Antikörpers in einer Verdünnung 1:2000 in jede 
Vertiefung pipettiert. Nach einer Inkubation von zwei Stunden bei RT wird dreimal mit 
PBS gewaschen und 50 µl des sekundären Antikörpers in einer Verdünnung von 1:2000 in 
jede Vertiefung pipettiert und ebenfalls für zwei Stunden bei RT inkubiert. Nach erneutem 
dreimaligem Waschen mit PBS werden 50 µl der Peroxidase-Entwickler-Lösung 
zugegeben. Die Reaktion wird nach ca. 20 min gestoppt und die optische Dichte der 
Färbung photometrisch bei 405 nm bestimmt.  
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2.3.4 Isolierung von Antikörpern aus Hühner-Eigelb (verändert nach Jensenius et al., 1981) 
 
5 g gefrorener Eidotter werden in 5 ml PBS suspendiert und mit weiteren 15 ml PBS 
vermischt. Danach werden 2 ml einer 10 %igen Dextransulfat-Lösung und 5 ml einer 1 M 
CaCl2-Lösung zugegeben. Nach 15-minütiger Inkubation bei RT wird das Gemisch bei 4 
°C und 6000 g (2K15, Rotor 12139) 15 min zentrifugiert. Der klare Überstand wird auf Eis 
langsam mit gesättigter Ammoniumsulfat-Lösung bis zu einer Endkonzentration von 45 % 
versetzt und ü. N. bei 4 °C unter Rühren inkubiert. Anschließend wird 30 min bei 4 °C und 
6000 g (s.o.) zentrifugiert. Das Präzipitat wird in 1 ml PBS aufgenommen und 45 min bei 
5000 g (Biofuge 15R, Rotor 3751) und 4 °C zentrifugiert. Der Überstand (IgY-Fraktion) 
wird bei -20°C aufbewahrt. 
Zur Überprüfung der Reinheit werden die Proteine des Überstandes mittels SDS-PAGE 
aufgetrennt und mit Coomassie-Blau angefärbt.  
 
2.3.5 Kopplung des anti-APPs-IgY-Antikörpers an CNBr-aktivierte Sepharose 
 





   
Blockier-Lösung: 0,2 M Glycin 
pH 8,0 (eingestellt) 
   
Saurer Waschpuffer: 0,1 M 
0,5 M 
Na-Acetat x 3 H2O 
NaCl 
pH 4,0 (eingestellt) 
   




pH 8,3 (eingestellt) 
 
Der polyklonale anti-APPs-IgY-Antikörper aus Hühner-Eigelb wird in einem Verhältnis 
von 1 mg CNBr-aktivierte Sepharose zu 2 µg Protein an diese gekoppelt. Dazu wird 
zunächst die Sepharose in 1 mM HCl in einem 15 ml Zentrifugenröhren gequollen und 
mehrmals mit 1 mM HCl gewaschen. Anschließend wird der Antikörper (1 ml Antikörper 
(10 mg Protein)), der in einem Verhältnis 1:1 mit Kopplungspuffer (2fach) versetzt wurde, 
aufpipettiert. Der Ansatz wird ü. N. unter Rotieren bei 4 °C inkubiert und dann bei 4 °C 
und 1600 g (Biofuge 15R, Rotor 3751) 4 min zentrifugiert. Danach werden die freien 
Bindungsstellen der CNBr-aktivierten Sepharose durch zweistündige Inkubation mit der 
Blockier-Lösung abgesättigt. Abschließend wird die Gelmasse je viermal im Wechsel mit 
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saurem und basischem Waschpuffer gewaschen. Die Lagerung erfolgt in PBS unter Zusatz 
von Micr-O-protect bei 4 °C.  
 










   
Blockierlösung: 1 % (w/v) 




   
Inkubationslösung für die Antikörper : 0,25 % (w/v) 





Mowiol-Lösung 4,8 g Mowiol 4-88 
12 g Glycerin p.a. 
12 ml aqua dem. 
2 h bei RT mischen 
24 ml 200 mM Tris/HCl, pH 8,5 
10 min bei 50 °C erhitzen, dann 15 min bei 4000 rpm 
zentrifugieren; aliquotiert bei -20 °C lagern 
   
PFA-Lösung: 4 % (w/v) Paraformaldehyd (PFA) 
in Phosphatpuffer 
   
Phosphatpuffer 0,33 g 
2,24 g 
NaH2PO4 x H2O 
Na2HPO4 x 2 H2O 
pH 7,3 (eingestellt) 
   
Waschlösung: 0,2 % (v/v) Tween 20 
in PBS 
 
Für die indirekte Immunfluoreszenzanalysen werden 0,25 x 106 Zellen/Petrischale (6 cm 
Durchmesser) auf 8 mit PLL beschichteten Glasdeckgläschen ausgesät und 72 h kultiviert. 
Nach dreimaligem Waschen mit HBSS- werden 2 ml serumfreies Kulturmedium dazu 
pipettiert und die Zellen 20 h in An- bzw. Abwesenheit von 40 µM PUGNAc bzw. der 
äquivalenten Menge aqua dem. inkubiert.  
Sofern nicht anders erwähnt, erfolgen alle folgenden Schritte bei RT in einer feuchten, vor 
Lichteinfall geschützten Kammer. Die Zellen werden dreimal mit DBPS (siehe 3.1.5) 
gewaschen und 15 min mit PFA-Lösung fixiert. Nach erneutem dreimaligem Waschen mit 
DBPS werden die Zellen mit eiskaltem (-20°C) 100 %igem Ethanol 5 min auf Eis 
permeabilisiert und dreimal mit DPBS gewaschen. Anschließend wird mit der Blockier-
Lösung mindestens 15 min blockiert, bevor nach zweimaligem Waschen mit DPBS die 
Inkubation mit dem primären Antikörper (RL2 1:500; 8E5 1:2000) für eine Stunde erfolgt. 
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Nach dreimaligem Waschen mit der Wasch-Lösung werden die Zellen eine Stunde mit 
dem an Cy3-gekoppelten sekundären Antikörper (1:500) inkubiert. Nach einem 
abschließendem Waschschritt werden die Deckgläschen in Ethanol entfettet, in Mowiol-
Lösung eingebettet und im Fluoreszenzmikroskop betrachtet. Die Anregung von Cy3 




3.    Ergebnisse 
 
3.1 Nachweis der Expression und Sekretion des humanen APP695 von stabil 
 transfizierten N2a-Zellen 
 
In der vorliegenden Arbeit sollte die Bedeutung der O-GlcNAc-Modifikation von 
Proteinen auf das proteolytische Prozessieren von APP analysiert werden. Die Versuche 
wurden mit der N2a-Neuroblastom-Zell-Linie durchgeführt, die in Zusammenarbeit mit 
PD Dr. Bayer, Klinik für Psychiatrie und Psychotherapie, Bonn, stabil mit der cDNA des 
Wildtyps des humanen APP695 (N2a-APP695-Zellen) transfiziert worden waren.  
Als Expressionsvektor diente der retrovirale Vektor pLXSN. Die Verwendung von Retro-
viren als Vektoren für den Gentransfer und die Expression nicht-viraler Gene in eukaryoti-
schen Zellen hat verschiedene Vorteile. Zum einen ist die Effizienz des Gentransfers grö-
ßer als bei gängigen Transfektionsmethoden. Zum anderen integriert das retrovirale 
Genom stabil in die Chromosomen der Wirtszelle und wird bei jeder Teilung der 
Wirtszelle an die Tochtergeneration weitergegeben. Des weiteren wird aufgrund der 
Struktur des Provirus eine hohe Expressionseffiziens der viralen Gene erzielt (Kriegler, 
1994). 
Eine wichtige Voraussetzung für die geplanten Versuche war, dass die transfizierten Zellen 
das humane APP695 konstitutiv exprimieren und auch sezernieren. Als erstes wurden daher 
diese beiden Parameter untersucht. 
Es wurde versucht, die Expression des humanen APP695 nach Auftrennung von Zellhomo-
genaten mittels SDS-PAGE und Färbung mit Coomassie-Blau nachzuweisen (siehe auch 
3.2.2). Weiterhin wurde versucht, die Expression des humanen APP695 nach metabolischer 
Markierung der Zellen mit 35S-Methionin, Immunpräzipitation des humanen APP695 mit 
dem monoklonalen 8E5-Antikörper (siehe Abb. 2 sowie 3.1.1) und Auftrennung mittels 
SDS-PAGE autoradiographisch zu detektieren. Keines der Experimente führte zum Nach-
weis des humanen APP695.  
Erst die Westernblot-Analyse führte zum spezifischen Nachweis des humanen APP695 in 
Gesamthomogenaten sowie des sezernierten APPs in Zellkulturüberständen. Möglicher-
weise hatten die Zellen in den genannten Versuchen trotz Selektionsdruck die Expression 
des exogenen Proteins eingestellt. Daher wurden die im folgenden beschriebenen Nach-




3.1.1 Nachweis der Expression des humanen APP695 
 
Die Expression des humanen APP695 wurde in Gesamthomogenaten konfluenter N2a-
APP695-Zellen mittels Westernblot analysiert. Da die primäre Aminosäuresequenz des mu-
rinen und humanen APP695 zu 97 % identisch ist, war eine Kreuzreaktion humanspezifi-
scher Antikörpern mit endogenem Maus-APP nicht auszuschließen (De Strooper et al., 
1992). Aus diesem Grund dienten parentale, d.h. nicht-transfizierte N2a-Zellen als Kon-
trolle. Um für alle nachfolgenden Untersuchungen Zellen mit vergleichbarer Expression 
des humanen APP695 einsetzen zu können, wurde zudem eine Einzelzell-Klonierung 
durchgeführt (siehe 3.1.2). 
Zunächst wurde APP mit dem polyklonalen anti-APPs-IgY-Antikörper (siehe 2.3.3 und 
2.3.4) aus Gesamthomogenaten von N2a-APP695-Zellen sowie des Einzelzell-Klons A2 
(siehe 3.1.2) immunpräzipitiert. Die immunpräzipitierten Proteine wurden mit Hilfe der 
SDS-PAGE aufgetrennt und auf Nitrocellulose transferiert. Parallel dazu wurden 
Gesamthomogenate der N2a-APP695-Zellen aufgetrennt. Zur Detektion des humanen 
APP695 wurde der humanspezifische monoklonale 8E5-Antikörper eingesetzt. Dieser 
erkennt die Aminosäuren 444-592 der N-terminalen, extrazellulären Domäne von APP 
(siehe Abb. 2) (Games et al., 1995). Das gleiche Prozedere wurde mit Gesamthomogenaten 
parentaler N2a-Zellen durchgeführt.  
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Abb. 5: Nachweis des humanen APP695 aus immunpräzipitierten Proteinen und Gesamthomogenaten 
von N2a- und N2a-APP695-Zellen mittels Westernblot 
Konfluente N2a- (N2a), N2a-APP695-Zellen (695) sowie Zellen des Einzelzell-Klons A2 (A2) wur-
den homogenisiert. Mit dem polyklonalen anti-APPs-IgY-Antikörper immunpräzipitierte Proteine 
(IP) bzw. Proteine des Gesamthomogenats (Ho) wurden über SDS-PAGE (10 %) aufgetrennt und 
auf Nitrocellulose transferiert. Die Immundetektion des humanen APP695 erfolgte mit dem mo -
noklonalen 8E5-Antikörper und dem anti-Maus-POD-Antikörper. (MG = Molekulargewichtsstan-
dard) 
 
Der Nachweis des humanen APP695 wurde insgesamt 12mal wiederholt. Alle Versuche 




Der 8E5-Antikörpers detektierte zwei immunpräzipitierte Proteinbanden, die ein Moleku-
largewicht von ca. 110 kD und 115 kD aufweisen. Wie erwartet, reagierte der 8E5-Anti-
körper nicht mit immunpräzipitierten Proteinen von parentalen N2a-Zellen. Auch aus 
Gesamthomogenaten von N2a-APP695-Zellen und des Einzelzell-Klons A2 wurden mit 
dem 8E5-Antikörper zwei Proteine mit einem Molekulargewicht von ca. 110 kD bzw. 115 
kD nachgewiesen (Abb. 5).  
 
Die Molekulargewichte der mit dem 8E5-Antikörper immundetektierten Proteine entspre-
chen denen von „reifem“ (115 kD) bzw. „unreifem“ (110 kD) APP695 (Weidemann et al., 
1989; Schubert et al., 1989; Thinakaran et al., 1996a). Das höhere Molekulargewicht der 
„reifen“ Form des APP resultiert daraus, dass es über komplexe N- und O-Glykane 
verfügt, während die „unreife“ Form nur die ER-spezifischen oligomannosidischen N-
Glykane trägt. Da der 8E5-Antikörper nicht mit endogenem Maus-APP reagierte, muss es 
sich bei den beiden immundetektierten Proteinbanden um Formen des humanen APP695 
handeln.  
Der spezifische Nachweis des humanen APP695 wurde mit dem W0-2-Antikörper, einem 
humanspezifischen monoklonalen anti-Ab-Antikörper (siehe Abb. 2 sowie 3.1.3.3), bestä-
tigt (nicht gezeigt).  
In den nachfolgend beschriebenen Versuchen wurde humanes APP695 im Westernblot mit 





Bei der Transfektion von Zellen entstehen heterogene Zellpopulationen, d.h. Zellen mit 
unterschiedlicher Expression des humanen APP695. Um Zellen gleicher Expression zu 
erhalten, wurde eine Einzelzell-Klonierung durchgeführt, bei der insgesamt 9 Einzelzell-
Klone (A2, A3, B2, C2, C4, D1, D3, E1 und E2) gewonnen wurden.  
Es konnten erwartungsgemäß bei den jeweiligen Einzelzell-Klonen keine phänotypischen 
Veränderungen verglichen mit den nicht-klonierten Zellen beobachtet werden. Mit Hilfe 
der Westernblot-Analyse wurden die erhaltenen Einzelzell-Klone auf die Expression des 











Abb. 6: Westernblot-Analyse der Expression des humanen APP695 verschiedener Einzelzell-Klone  
Konfluente Einzelzell-Klone (A3, B2, C2, C4, D1, D3, E1, E2) wurden homogenisiert. Jeweils 20 
µg Protein wurden über SDS-PAGE (10 %) aufgetrennt und auf Nitrocellulose transferiert. Die 
Immundetektion des humanen APP695 erfolgte mit dem monoklonalen 8E5-Antikörper und dem 
anti-Maus-POD-Antikörper. (MG = Molekulargewichtsstandard) 
 
Abb. 6 zeigt die Expression des humanen APP695 der Klone. Humanes APP695 wurde von 
den Klonen B2, C2, D1, E1 und E2 nur in sehr geringer Menge exprimiert. Die Klone C4 
und A3 hingegen exprimierten humanes APP695 deutlich stärker. Die Expression des 
humanen APP695 durch den Klon A2 war vergleichbar mit der Expression des Klons A3 
(nicht gezeigt). Die weiteren Versuche wurden mit dem Klon A3 durchgeführt.  
 
3.1.3 Nachweis der Sekretion des humanen APPs  
 
Nach Spaltung von APP durch die a- bzw. b-Sekretase entsteht das sog. APPsa bzw. APPsb 
(siehe Abb. 2). Diese APP-Fragmente werden von Zellen sezerniert und können daher in 
Zellkulturüberständen nachgewiesen werden. 
Der Nachweis des humanen APPs kann durch im fötalen Kälberserum enthaltene Proteine 
erschwert bzw. beeinträchtigt werden. Deshalb wurden ca. 90 % konfluente N2a- und N2a-
APP695-Zellen in serumfreiem Kulturmedium gehalten. Der Zellkulturüberstand (sog. 
„konditioniertes Medium“) wurde nach 24stündiger Kultivierung abgenommen und analy-
siert. 
 
3.1.3.1 Nachweis der Sekretion von humanem APPs mittels Westernblot 
 
APPs wurde entweder ohne vorherige Konzentrierung oder nach Acetonfällung aus Zell-
kulturüberständen von N2a- und N2a-APP695-Zellen im Westernblot nachgewiesen. Alter-
nativ wurde der Nachweis auch nach Immunpräzipitation mit dem polyklonalen anti-APPs-
IgY-Antikörper geführt. Alle drei Versuche, die 6mal mit dem gleichen Ergebnis durchge-




Während nach Immunpräzipitation nur eine sehr schwache Proteinbande bei ca. 95 kD mit 
dem 8E5-Antikörper nachgewiesen werden konnte, war diese ohne vorherige Immunpräzi-
pitation und v.a. nach Konzentrierung der Zellkulturüberstände deutlich zu erkennen (Abb. 
7). Auch bei den immunpräzipitierten Proteinen von N2a-APP695-Zellen ist bei längerer 
Exposition des Röntgenfilms eine Reaktion des Antikörpers zu verzeichnen (nicht gezeigt).  
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Abb. 7: Nachweis des humanen APPs aus konditionierten Medien von N2a- (N2a) und N2a-APP695-
Zellen (A3) mittels Westernblot 
Ca. 90 % konfluente N2a- und N2a-APP695-Zellen wurden 24 Stunden in serumfreien Kulturme-
dium kultiviert. Anschließend wurden die konditionierten Medien abgenommen. Mit dem polyklo-
nalen anti-APPs-IgY-Antikörper immunpräzipitierte Proteine (IP), mit Aceton gefällte Proteine 
(Acetonfällung) und Proteine des konditionierten Mediums ohne Vorbehandlung (kond. Medium) 
wurden über SDS-PAGE (10 %) aufgetrennt und auf Nitrocellulose transferiert. Humanes APPs 
wurde mit dem monoklonalen 8E5-Antikörper und dem anti-Maus-POD Antikörper immundetek-
tiert. (MG = Molekulargewichtsstandard) 
 
Das Molekulargewicht des immundetektierten Proteins entspricht dem von APPs 
(Thinakaran et al., 1996a). Der 8E5-Antikörper reagierte in keinem Fall mit einem der von 
den parentalen N2a-Zellen sezernierten Proteine. Somit muss es sich bei dem immunde-
tektierten Protein um humanes APPs handelt. 
 
Der Nachweis des humanen APPs aus konditionierten Medien konnte durch Behandlung 
der Nitrocellulose (5minütige Inkubation in kochendem PBS), Veränderung der 
Inkubationslösungen (Verdünnung der Antikörper nicht in Blockier- bzw. Milchpulverlö-
sungen sondern in der Inkubationslösung, wie in 2.3.3.6 beschrieben) sowie Optimierung 
der Antikörperkonzentrationen verbessert werden. Dadurch wurde eine Konzentrierung 
mittels Acetonfällung oder Immunpräzipitation unnötig, so dass in den folgenden Versu-
chen der Nachweis des humanen APPs direkt aus den Zellkulturüberständen mittels 





3.1.3.2 Nachweis der Sekretion des humanen APP695 mittels ELISA 
 
Die Ergebnisse der Westernblot-Analyse sollten zusätzlich im ELISA bestätigt werden. 
Mikrotiterplatten wurden mit Zellkulturüberständen von N2a- und N2a-APP695-Zellen 
beschichtet. Nach Inkubation mit dem monoklonalen 8E5-Antikörper als Erstantikörper 


















Abb. 8: ELISA von konditionierten Medien von N2a-APP695- (APP695) und N2a-Zellen (N2a) mit 
dem monoklonalen 8E5 -Antikörper  
Ca. 90 % konfluente N2a- und N2a-APP695-Zellen wurden 24 Stunden in serumfreien Kulturme-
dium kultiviert. Anschließend wurden die konditionierten Medien abgenommen und jeweils 50 µl 
mit einer Proteinkonzentration von 45 ng/µl pro Vertiefung in eine Mikrotiterplatte pipettiert. 
Nach Blockierung der freien Bindungsstellen der Mikrotiterplatte mit BSA erfolgte die Inkubation 
mit dem monoklonalen 8E5-Antikörper und dem anti-Maus-POD-Antikörper. Die optische Dichte 
(OD) der Farbreaktion wurde bei einer Wellenlänge von 405 nm (OD (405 nm)) gemessen. Darge-
stellt sind die Mittelwerte von Dreifachbestimmungen mit Standardabweichung. Der Hintergrund 
(Reaktion des anti-Maus-POD-Antikörpers mit Proteinen der konditionierten Medien bzw. dem 
Kulturmedium, Reaktion des 8E5-Antikörpers mit dem Kulturmedium, Reaktion beider 
Antikörper mit BSA) wurde nicht abgezogen. Die OD-Werte dieser Reaktionen lagen zwischen 
0,13 und 0,24. 
 
Der 8E5-Antikörper reagierte ausschließlich mit Proteinen aus dem konditionierten 
Medium der N2a-APP695-Zellen. Die Reaktion mit Proteinen aus dem konditionierten 
Medium von Kontroll-N2a-Zellen lag im Bereich der unspezifischen Antikörperreaktionen 





3.1.3.3 Nachweis der Sekretion des humanen APPs a  
 
Aktivierung der PKC durch Phorbolester führt zu einem selektiven Anstieg der APPsa-
Sekretion (siehe 1.4). Zudem besteht eine reziproke Beziehung zwischen der PKC-
Phosphorylierung und der O-GlcNAc-Modifikation von Proteinen (Griffith und Schmitz, 
1999). Daher erschien im Rahmen dieser Arbeit der Nachweis von APPsa zusätzlich zu 
dem des gesamten APPs sinnvoll.  
Der in den vorangegangenen Kapiteln verwendete 8E5-Antikörper reagiert mit den Amino-
säuren 444-592 des N-Terminus von APP (siehe Abb. 2). Er unterscheidet somit nicht zwi-
schen a- und b-Sekretase gespaltenem APPs, so dass nur eine Aussage über das gesamte 
APPs möglich ist. Der C-Terminus von APPsa enthält 16 Aminosäuren, die im Falle der b-
Sekretase-Spaltung von APP den N-Terminus von Ab  bilden. APPsa lässt sich daher mit 
einem Antikörper nachweisen, der spezifisch gegen diese Region gerichtet ist. Der human-
spezifische monoklonale W0-2-Antikörper erkennt die Aminosäuren 5-8 des humanen Ab  









Abb. 9: Nachweis des humanen APPs a  aus konditionierten Medien von N2a- (N2a) und N2a-APP695-
Zellen (A3) mittels Westernblot 
Ca. 90 % konfluente N2a- und N2a-APP695-Zellen wurden 24 Stunden in serumfreien Kulturme-
dium kultiviert. Anschließend wurden die konditionierten Medien abgenommen, die jeweiligen 
Proteine über SDS-PAGE (10 %) aufgetrennt und auf Nitrocellulose transferiert. Humanes APPsa 
wurde mit dem monoklonalen W0-2-Antikörper und dem anti-Maus-POD Antikörper immunde-
tektiert. (MG = Molekulargewichtsstandard) 
 
Der W0-2-Antikörper reagierte mit einem der von N2a-APP695-Zellen sezernierten 
Proteine mit einem Molekulargewicht von ca. 95 kD. Es konnte keine Reaktion mit von 
Kontroll-N2a-Zellen sezernierten Proteinen nachgewiesen werden (Abb. 9). Da das 
Molekulargewicht des mit dem W0-2-Antikörper immundetektierten Proteins mit dem für 
APPsa bekannten Molekulargewicht übereinstimmt, ist anzunehmen, dass es sich bei dem 




Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass die N2a-APP695-Zellen humanes APP695 
dauerhaft exprimieren und humanes APPs bzw. APPsa sezernieren. Bei besserer 
Auftrennung der sezernierten Proteine konnten mit dem 8E5-Antikörper zwei distinkte 
Proteinbanden beobachtet werden, die ein um ca. 2 kD unterschiedliches 
Molekulargewicht aufwiesen (nicht gezeigt). In Übereinstimmung mit den Ergebnissen 
von Thinakaran et al. (1996a) handelt sich bei den beiden Proteinen vermutlich um APPsa 
sowie APPsb. Daraus lässt sich schließen, dass die N2a-APP695-Zellen humanes APP695 
über den nicht-amyloidogenen sowie amyloidogenen Weg prozessieren. Sie stellen daher 
ein geeignetes Zellkultursystem für die geplanten Versuche dar. 
 
3.2 Einfluss der Expression des humanen APP695 auf N2a-Zellen 
 
3.2.1 Morphologischer Vergleich der N2a- und N2a-APP695-Zellen 
 
Bei der Betrachtung mit dem Phasenkontrast-Mikroskop der parentalen und der von PD 
Dr. T. Bayer zur Verfügung gestellten transfizierten N2a-Zellen waren morphologische 
Unterschiede der Zellen zu beobachten. So wiesen N2a-APP695-Zellen längere Neuriten 
auf und die Zellkörper waren stärker abgerundet, während die Zellkörper der parentalen 
N2a-Zellen spindelförmiger waren. Zudem wurden unterschiedlich große und viele lokale 
Verdickungen in den Neuriten der transfizierten Zellen beobachtet, die möglicherweise 
Synapsen darstellen (Abb. 10).  
 
Diese morphologischen Unterschiede traten bei jedem der oben genannten Einzelzell-
Klone auf (nicht gezeigt) und waren unabhängig von der Stärke der Expression des huma-
nen APP695 (siehe 3.1.2). Die veränderte Morphologie wurde während der gesamten Ver-







Abb. 10: Phasenkontrastaufnahmen von N2a- und N2a-APP695-Zellen 
N2a (A) und N2a-APP695-Zellen (B) wurden in PLL-beschichteten T75-Kulturflaschen nach 
Subkultivierung drei Tage kultiviert. Ca. 50 % konfluente Zellen wurden fotografiert. Der in 
















3.2.2 Proteinbiochemischer Vergleich der N2a- und N2a-APP695-Zellen 
 
Zusätzlich zu der veränderten Morphologie der N2a-APP695-Zellen wurde eine verstärkte 
Adhärenz an das Plastikmaterial der Petrischalen dieser Zellen im Vergleich zu parentalen 
N2a-Zellen beobachtet. Dies machte sich bei der Subkultivierung der Zellen bemerkbar. 
Das Abtrypsinieren dauerte ca. zwei- bis dreimal so lange wie bei den parentalen Zellen.  
Daher wurden auch proteinbiochemische Unterschiede zwischen den beiden Zell-Linien in 
Betracht gezogen. Um diese Möglichkeit zu untersuchen, wurden neben Gesamthomoge-
naten auch die sog. Detergens-lösliche Fraktion bzw. Detergens-unlösliche Cytoske-
lettfraktion analysiert. In der Detergens-löslichen Fraktion sowie in Gesamthomogenaten 
befinden sich nach Detergens-Extraktion und Zentrifugation hauptsächlich cytosolische 
und Membran-assoziierte Proteine. Die Detergens-unlösliche Cytoskelettfraktion enthält 
im Gegensatz dazu Proteine, die sich nicht durch Detergens-Extraktion in Lösung bringen 
lassen. Dabei handelt es sich überwiegend um mit dem Cytoskelett-assoziierte und SDS-
lösliche cytoskeletale Proteine (Refolo et al., 1991). 
Proteine aus den genannten Fraktionen beider Zell-Linien wurden mit Hilfe der SDS-
PAGE aufgetrennt. Anschließend erfolgte eine Coomassie-Blau Färbung der Proteine. 
Dieser Versuch wurde insgesamt viermal mit dem gleichen Ergebnis durchgeführt. 
 
Abb. 11 zeigt ein mit Coomassie-Blau angefärbtes Polyacrylamidgel, mit dem die Proteine 
von N2a- und N2a-APP695-Zellen der oben genannten Fraktionen aufgetrennt wurden. 
Zwischen den Bandenmustern der Gesamthomogenate und der Detergens-löslichen 
Fraktion wurden unter diesen Bedingungen nur Unterschiede in höheren 
Molekulargewichtsbereichen beobachtet. Einige Proteine mit einem Molekulargewicht > 
200 kD waren in Gesamthomogenaten, nicht aber in der Detergens-löslichen Fraktion 
enthalten. Proteinbanden in diesem Molekulargewichtsbereich traten dafür in der 
Detergens-unlöslichen Cytoskelettfraktion auf. Die Doppelbande bei ca. 33 kD sowie 
weitere Proteinbanden im unteren Molekulargewichtsbereich waren hingegen 
charakteristisch für die Detergens-unlösliche Cytoskelettfraktion. Einige Proteinbanden im 
unteren Molekulargewichtsbereich (< 40 kD) treten hingegen nur in der Detergens-
löslichen Fraktion auf, d.h. dass es sich bei diesen Proteinen um cytosolische bzw. 
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Abb. 11: Coomassie-Blau gefärbtes SDS-Polyacrylamidgel der Proteine von Gesamthomogenaten, 
der Detergens-löslichen Fraktion und der Detergens-unlöslichen Cytoskelettfraktion von 
N2a-(N2a) und N2a-APP695-Zellen (A3) 
Von konfluenten N2a- und N2a-APP695-Zellen wurden Gesamthomogenate (Ho), die Detergens-
lösliche Fraktion (dsf) und die Detergens-unlösliche Cytoskelettfraktion (dicf) präpariert. Jeweils 
20 µg der entsprechenden Fraktionen wurden über SDS-PAGE (10 %) aufgetrennt und mit 
Coomassie-Blau angefärbt. Die Pfeile markieren Proteine, die nur in der Detergens-löslichen 
Fraktion bzw. Detergens-unlöslichen Cytoskelettfraktion vorkommen. (MG = Molekularge-
wichtsstandard) 
 
Es konnten keine Unterschiede bezüglich des Bandenmusters der jeweiligen Fraktionen 
zwischen den beiden Zell-Linien beobachtet werden. Die Transfektion führt somit zu kei-
nen unter diesen Bedingungen detektierbaren Veränderungen der Proteinexpression. Auch 
das in den N2a-APP695-Zellen exprimierte humane APP695 führte in Übereinstimmung mit 
den in 3.1.1 sowie 3.1.2 beschriebenen Versuchen nicht zu Unterschieden der Proteinban-
den in dem Bereich von 100 - 120 kD. Es lässt sich daher nicht mit Sicherheit sagen, ob die 
verstärkte Adhärenz der N2a-APP695-Zellen auf die zusätzliche Expression des humanen 





3.3 Nachweis der O-GlcNAc-Modifikation von Proteinen aus N2a- und N2a- 
 APP695-Zellen 
 
Um den möglichen Einfluss von O-GlcNAc auf das Prozessieren des humanen APP695 zu 
untersuchen, wurde zunächst die O-GlcNAc-Modifikation der gesamten von den N2a- und 
N2a-APP695-Zellen exprimierten Proteine analysiert und miteinander verglichen. Folgende 
Proteinfraktionen der beiden Zellen-Linien wurden analysiert: Gesamthomogenate, die 
Detergens-lösliche Fraktion (überwiegend cytosolische und Membranproteine) sowie die 
Detergens-unlösliche Cytoskelettfraktion (überwiegend cytoskeletale und mit dem 
Cytoskelett assoziierte Proteine) (siehe 3.2.2). Die O-GlcNAc-Modifikation von Proteinen 


















Abb. 12: Westernblot-Analyse der O-GlcNAc-Modifikation von Proteinen aus Gesamthomogenaten, 
der Detergens-löslichen Fraktion und der Detergens-unlöslichen Cytoskelettfraktion von 
N2a- (N2a) und N2a-APP695-Zellen (A3)  
Von konfluenten N2a- und N2a-APP695-Zellen wurden Gesamthomogenate (Ho), die Detergens-
lösliche Fraktion (dsf) und die Detergens-unlösliche Cytoskelettfraktion (dicf) präpariert. Jeweils 
20 µg Protein wurden über SDS-PAGE (10 %) aufgetrennt und auf Nitrocellulose transferiert. 
Die O-GlcNAc-Modifikation von Proteinen wurde mit dem monoklonalen RL2-Antikörper und 





Abb. 12 zeigt exemplarisch das Ergebnis einer von insgesamt vier durchgeführten 
Westernblot-Analysen. In Gesamthomogenaten wurden 4 bis 5 Proteine mit dem RL2-
Antikörper detektiert. Diese wiesen alle ein Molekulargewicht > 60 kD auf. Die Reaktion 
mit zwei der genannten Proteine bei ca. 65 kD bzw. 210 kD war deutlich schwächer als mit 
den übrigen Proteinen.  
Die von den Zellen exprimierten Proteine wurden in die Detergens-lösliche Fraktion bzw. 
die Detergens-unlösliche Cytoskelettfraktion differenziert. Beide Fraktionen scheinen die 
gleichen Proteine zu enthalten, allerdings in unterschiedlicher Verteilung. Der RL2-
Antikörper reagierte stärker mit Proteinen der Detergens-unlöslichen Cytoskelettfraktion 
als mit denen der Detergens-löslichen Fraktion, d.h. dass cytoskeletale und mit dem 
Cytoskelett-assoziierte Proteine der N2a-Zellen offensichtlich stärker O-GlcNAc-modifi-
ziert sind als cytosolische und Membranproteine. Diese Beobachtung stimmt mit Untersu-
chungen von Griffith und Schmitz (1999) an Kleinhirnneuronen überein. 
 
Wie zu erwarten, detektierte der RL2-Antikörper nicht alle von den N2a- bzw. N2a-
APP695-Zellen exprimierten Proteine wie bei einem Vergleich der Ergebnisse der 
Westernblot-Analyse (Abb. 12) mit dem Coomassie-gefärbten Gel (Abb. 11) deutlich wird. 
Die nur in der Detergens-löslichen Fraktion oder Detergens-unlöslichen 
Cytoskelettfraktion vorkommenden Proteine (siehe Abb. 11) im unteren 
Molekulargewichtsbereich tragen keine detektierbare O-GlcNAc-Modifikation.  
Es wurde kein Unterschied in der Reaktion des RL2-Antikörpers mit Proteinen von paren-
talen und transfizierten N2a-Zellen beobachtet, so dass ausgeschlossen werden kann, dass 
die Transfektion die O-GlcNAc-Expression beeinflusst. 
 
3.4 Nachweis der O-GlcNAc-Modifikation des humanen APP695 
 
Griffith et al. (1995) hatten den Nachweis der O-GlcNAc-Modifikation des murinen APP 
mit einer chemischen Methode geführt. Dabei wurde der Einbau von 3H-Galactose in O-
Glykane von immunpräzipitiertem APP gemessen, dessen N-Glykane zuvor mit PNGase F 
abgespalten worden waren (Griffith et al., 1995). Da es sich dabei um einen eher indirekten 
und umständlichen Nachweis handelt, wurde untersucht, ob die O-GlcNAc-Modifikation 





APP wurde aus Gesamthomogenaten mit dem polyklonalen anti-APPs-IgY-Antikörper 
immunpräzipitiert. Die immunpräzipitierten Proteine wurden mittels SDS-PAGE aufge-
trennt, auf Nitrocellulose transferiert und humanes APP695 im Westernblot mit den 
monoklonalen Antikörpern 8E5 und W0-2 nachgewiesen. Der Nachweis von O-GlcNAc 
erfolgte mit den monoklonalen Antikörpern RL2 und HGAC39. Durch Berechnung der 
jeweiligen Rf-Werte wurde eine mögliche Übereinstimmung der erhaltenen APP- und O-
GlcNAc-Chemilumineszenz-Signale geprüft.  
 
Das Experiment wurde insgesamt 11mal mit dem 8E5- und dem RL2-Antikörper durchge-
führt. Bei 7 Versuchen wurden jeweils die Rf-Werte berechnet, wobei in 6 Versuchen ver-
gleichbare Werte erhalten wurden. Zur Bestätigung der Ergebnisse wurde viermal zusätz-
lich zum 8E5-Antikörper der W0-2-Antikörper erfolgreich eingesetzt. Der Nachweis der 
O-GlcNAc-Modifikation sollte mit dem HGAC39-Antikörper bestätigt werden. Dies 
gelang aber auf Grund der unzuverlässigen Reaktion des HGAC-Antikörpers im 
Westernblot nur bei einem von drei Versuchen.  
 
Abb. 13 zeigt eine exemplarische Westernblot-Analyse. Beide anti-APP-Antikörper detek-
tierten zwei Proteine mit einem Molekulargewicht von ca. 115 kD und 110 kD (Abb. 13B 
und 13C). Da sowohl der 8E5- als auch der W0-2-Antikörper nicht mit endogenem Maus-
APP reagieren, muss es sich bei den beiden Proteinen um die reife (ca. 115 kD) bzw. 
unreife (ca. 110 kD) Form des humanen APP695 handeln (siehe 3.1.1 und 3.1.2). 
Der RL2-Antikörper reagierte mit mehreren Proteinen. Die Reaktion mit einem ca. 100 kD 
und einem ca. 110 kD großen Protein ist besonders stark (Abb. 13A und 13B). Der 
HGAC39-Antikörper reagierte ebenfalls mit mehreren der immunpräzipitierten Proteine. 
Dazu gehört auch die Reaktion mit einem ca. 115 kD sowie 110 kD großen Protein. Aller-
dings zeigte der HGAC39-Antikörper mit diesen beiden Proteinen im Vergleich zu den 




























Abb. 13: Westernblot-Analyse der O-GlcNAc-Modifikation des humanen APP695  
Konfluente N2a- und N2a-APP695-Zellen wurden homogenisiert und APP mit dem polyklonalen 
anti-APPs-IgY-Antikörper immunpräzipitiert. Die über SDS-PAGE (8 %) aufgetrennten 
immunpräzipitierten Proteine wurden auf Nitrocellulose transferiert und humanes APP695 mit den 
monoklonalen Antikörpern: 8E5 (B) und W0-2 (C) und dem anti-Maus-POD-Antikörper immun-
detektiert. Der Nachweis der O-GlcNAc-Modifikation von Proteinen erfolgte mit den monoklo-
nalen Antikörpern RL2 (A und B) und HGAC39 (C) mittels Immunoblot. Abb. 13A und 13B 
zeigen denselben Versuch mit dem RL2-Antikörper, wobei der Röntgenfilm in Abb. 13B länger 
exponiert wurde. Es wurden die Rf-Werte der Chemilumineszenz-Signale berechnet. Alle vier 
Antikörper reagierten mit zwei Proteinbanden im Molekulargewichtsbereich von ca. 110 kD 
bzw. ca. 115 kD. (MG = Molekulargewichtsstandard) 
 
Die Rf-Werte der oben genannten beiden Proteinbanden wurden berechnet und in einem 
semilogarithmischem Diagramm ausgewertet (nicht gezeigt). Diese Auswertung ergab 
übereinstimmende Molekulargewichtsbereiche von Proteinbanden bei 110 und 115 kD, die 
sowohl von den anti-APP- als auch von den O-GlcNAc-spezifischen Antikörpern erkannt 
wurden. Dies bedeutet, dass nicht nur, wie bereits gezeigt wurde, Maus-APP sondern auch 
das humane APP695 O-GlcNAc-modifiziert ist. Der Vergleich der Rf-Werte der mit dem 
RL2-Antikörper detektierten Proteinbanden mit denen, die vom 8E5-Antikörper erkannt 
wurden, lässt vermuten, dass die unreife Form des humanen APP695 stärker O-GlcNAc-
modifiziert ist als die reife Form. 
 
Die Reaktion des RL2- und HGAC39-Antikörpers mit mehreren der mit dem polyklonalen 
anti-APPs-IgY-Antikörper immunpräzipitierten Proteine ist vermutlich darauf zurückzu-
führen, dass der anti-APPs-IgY-Antikörper nicht affinitätsaufgereinigt wurde und daher 




immunpräzipitiert wurden. Endogenes Maus-APP weist ein um ca. 5 kD größeres Mole-
kulargewicht auf als humanes APP695 (nicht gezeigt), so dass es sich bei den mit dem RL2- 
bzw. HGAC35-Antikörper immundetektierten 110 kD bzw. 115 kD großen Proteinen ver-
mutlich nicht um endogenes Maus-APP handelt.  
 
3.5 Lokalisation des humanen APP695 in verschiedenen Zellfraktionen 
 
Es war an verschiedenen Zell-Linien gezeigt worden, dass APP mit dem Cytoskelett asso-
ziiert ist (Allinquant et al., 1994; Refolo et al., 1991). Aktivierung der PKC führt in C6-
Gliomzellen aus noch unbekannten Gründen zu einer gesteigerten Assoziation von APP 
mit dem Cytoskelett (Refolo et al., 1991). Da eine reziproke Beziehung zwischen der PKC-
Phosphorylierung und O-GlcNAc gezeigt worden war, ist es möglich, dass nicht nur die 
Phosphorylierung durch die PKC sondern auch Veränderungen der O-GlcNAc-Expression 
die Assoziation von APP mit dem Cytoskelett beeinflussen (siehe 1.5.2) (Griffith und 
Schmitz, 1999). 
 
Aus diesem Grund wurde untersucht, ob auch das von den N2a-Zellen exprimierte humane 
APP695 mit dem Cytoskelett assoziiert ist. Dazu wurden in Anlehnung an Refolo et al. 
(1991) die sog. Detergens-lösliche Fraktion und Detergens-unlösliche Cytoskelettfraktion 
präpariert (siehe 3.2.2). Die Lokalisation des humanen APP695 in den beiden Fraktionen 
wurde mit dem monoklonalen 8E5-Antikörper im Westernblot analysiert. Insgesamt wur-
den 8 Experimenten mit jeweils Doppel- bzw. Dreifachbestimmungen durchgeführt. 
Abb. 14 zeigt exemplarisch eine Westernblot-Analyse. In der Detergens-löslichen Fraktion 
wurde schon nach kurzer Exposition des Röntgenfilms eine Reaktion des 8E5-Antikörpers 
beobachtet (Abb. 14A). Erst nach deutlich längerer Exposition des Röntgenfilmes traten 
auch in der Detergens-unlöslichen Cytoskelettfraktion zwei Proteinbanden auf (Abb. 14B).  
 
Das von den N2a-Zellen exprimierte humane APP695 war somit hauptsächlich in der Deter-
gens-löslichen Fraktion lokalisiert und nur in geringem Ausmaß in der cytoskeletalen 
Fraktion. Im Gegensatz dazu haben andere Arbeitsgruppen gezeigt, dass APP überwiegend 














Abb. 14: Nachweis des humanen APP695 in der Detergens-löslichen Fraktion (dsf) und der Deter-
gens-unlöslichen Cytoskelettfraktion (dicf) mittels Westernblot 
Von konfluenten N2a-APP695-Zellen wurden die Detergens-lösliche Fraktion und die Detergens-
unlösliche Cytoskelettfraktion präpariert. Jeweils 20 µg Protein wurden über SDS-PAGE (10 %) 
aufgetrennt und auf Nitrocellulose transferiert. Humanes APP695 wurde mit dem 8E5-Antikörper 
und dem anti-Maus-POD Antikörper immundetektiert. Abb. 14A und 14B zeigen denselben 
Versuch, wobei in Abb. 14B der Röntgenfilm länger exponiert wurde. 
 
3.6 Transiente Transfektion eukaryotischer Zellen mit der cDNA der O-GlcNAc-
 Transferase 
 
Es war gezeigt worden, dass Transfektion von HEK293- und HeLa-Zellen mit der cDNA 
der OGT zu einer gesteigerten Enzymaktivität und damit zu einer gesteigerten O-GlcNAc-
Modifikation von Proteinen führt (Kreppel et al., 1997; Lubas et al., 1997). Daher wurde 
versucht, die O-GlcNAc-Expression in N2a-Zellen mit dieser Methode zu erhöhen, um den 
Einfluss von O-GlcNAc auf das Prozessieren von APP bei gesteigerter O-GlcNAc-Expres-
sion untersuchen zu können. 
Zusätzlich zu N2a- bzw. N2a-APP695-Zellen wurden COS-Zellen transient transfiziert. Mit 
der DOTAP-Technik wurden insgesamt drei transiente Transfektionen von N2a- und N2a-
APP695-Zellen sowie vier transiente Transfektionen von COS-Zellen durchgeführt. COS-
Zellen wurden zusätzlich als Kontrolle mit der cDNA für humanes L1, ein transmembranes 
Zelladhäsionsmolekül der Ig-Superfamilie, transfiziert. 
 
Nach 18stündiger Inkubation mit dem DOTAP-Reagenz und der jeweiligen cDNA (5 µg) 
(siehe 2.3.1.3) und Wechsel des Zellkulturmediums wurden die Zellen weitere 24 Stunden 
kultiviert. Anschließend wurden Gesamthomogenate der Zellen präpariert, die Proteine 
mittels SDS-PAGE aufgetrennt und auf Nitrocellulose transferiert. Für die Analyse der 
Expression der OGT mittels Westernblot wurden die polyklonalen Kaninchen-Antikörper 


















Abb. 15: Westernblot-Analyse der transient mit der cDNA für die O-GlcNAc-Transferase (OGT) 
transfizierten COS-Zellen mit den polyklonalen Antikörpern AL25 (A) und AL28 (B) 
Ca. 80 % konfluente COS-Zellen wurden mit dem DOTAP-Kit und der cDNA der OGT (5 µg) 
entsprechend den Angaben des Herstellers transfiziert (OGT). Kontrollzellen (Ko) wurden mit 
Ausnahme der DNA identisch behandelt. Die Zellen wurden 18 Stunden mit dem DOTAP-DNA-
Gemisch inkubiert und anschließend 24 Stunden in Kulturmedium weiterkultiviert. Die Zellen 
wurden homogenisiert, 40 µg Protein über SDS-PAGE (8 %) aufgetrennt und auf Nitrocellulose 
transferiert. Die Immundetektion der OGT erfolgte mit den polyklonalen Antikörpern AL25 
bzw. AL28 und dem anti-Kaninchen-Antikörper. (MG= Molekulargewicht) 
 
Abb. 15 zeigt einen repräsentativen Westernblot nach transienter Transfektion von COS-
Zellen mit der cDNA der OGT. Der AL25-Antikörper reagierte ausschließlich mit einem 
Protein von ca. 110 kD (Abb. 15A). Mit dem AL28-Antikörper wurden insgesamt vier 
Proteine immundetektiert, die ein Molekulargewicht von ca. 60 kD, 78 kD, 80 kD bzw. 
110 kD aufwiesen (Abb. 15B).  
 
Die bei Eukaryoten hoch konservierte OGT ist ein Heterotrimer aus zwei p110 Unterein-
heiten und einer p78 Untereinheit (siehe 1.6.3.1). Der AL25-Antikörper wurde gegen die in 
E. coli überexprimierte, rekombinante p110 Untereinheit hergestellt, der AL28-Antikörper 
gegen deren C-Terminus (persönliche Mitteilung C. Shane, Baltimore, USA). Es wurden 
keine Kreuzreaktion mit anderen Proteinen beobachtet (Kreppel et al., 1997). Beide Anti-
körper detektierten die p110 Untereinheit, der AL28-Antikörper außerdem die p78-Unter-
einheit der OGT.  
Zusätzlich dazu reagierte der AL28-Antikörper mit einer ca. 80 und 60 kD großen Protein-




gereinigten OGT beschrieben. Dabei scheinen weder das ca. 80 kD noch das ca. 60 kD 
große Protein ein Enzymbestandteil zu sein (Haltiwanger et al., 1992b).  
In keinem der durchgeführten Experimente konnten Unterschiede in der Reaktion der bei-
den Antikörper zwischen Kontroll- und transfizierten Zellen beobachtet werden, so dass es 
sich bei den detektierten Proteinen um die endogene OGT der COS- bzw. N2a-Zellen han-
delt. Es wurde nach der Transfektion auch keine Zunahme der O-GlcNAc-Modifikation 
von Proteinen beobachtet (nicht gezeigt). 
Da auch humanes L1 nach Transfektion mit der entsprechenden cDNA nicht nachgewiesen 
werden konnte (nicht gezeigt), wird davon ausgegangen, dass die transienten Trans-
fektionen der N2a- und der COS-Zellen nicht erfolgreich war. 
 
3.7 Einfluss von PUGNAc auf die O-GlcNAc-Modifikation und das proteolytische 
 Prozessieren des humanen APP695  
 
Um mögliche Auswirkungen einer gesteigerten O-GlcNAc-Modifikation von Proteinen auf 
verschiedene Parameter des APP-Prozessierens untersuchen zu können, wurden N2a- und 
N2a-APP695-Zellen 20 Stunden mit 40 µM PUGNAc, einem potenten Inhibitor der O-
GlcNAc-Hydrolase, behandelt (Haltiwanger et al., 1998).  
Der Einfluss der PUGNAc-Behandlung auf folgende Parameter wurde untersucht: 1. die 
O-GlcNAc-Modifikation von Proteinen allgemein, 2. die Expression des humanen APP695, 
3. die O-GlcNAc-Modifikation des humanen APP695, 4. die intrazelluläre Lokalisation des 
humanen APP695 sowie 5. die Sekretion des humanen APPs bzw. APPsa. Die Analyse des 
sezernierten Ab1-40 wurde von Dr. D. Beher, Merck, London, durchgeführt.  
 
3.7.1 Untersuchung des Einflusses von PUGNAc auf die O-GlcNAc-Modifikation 
von Proteinen  
 
Unter serumfreien Bedingungen wurde der Einfluss einer 20stündigen PUGNAc-Behand-
lung auf die O-GlcNAc-Expression von Proteinen der Gesamthomogenate von N2a- und 
N2a-APP695-Zellen untersucht. Die serumfreien Bedingungen waren für den Nachweis des 
humanen APPs bzw. APPsa aus Zellkulturüberständen notwendig (siehe 3.1.2). Außerdem 




Für die Westernblot-Analyse wurden insgesamt 10 Versuche mindestens als Doppelbe-
stimmung durchgeführt (n = 291). Die immuncytochemischen Experimente umfassten ins-
gesamt 9 Versuche mindestens als Doppelbestimmung.  
 
3.7.1.1 Untersuchung des Einflusses von PUGNAc auf die O-GlcNAc-Modifikation 
von Proteinen im Westernblot 
 
Gesamthomogenate von Kontroll- und mit PUGNAc behandelten N2a- und N2a-APP695-
Zellen wurden präpariert. Die O-GlcNAc-Modifikation von Proteinen wurde im 
Westernblot mit dem RL2-Antikörper analysiert. Alle durchgeführten Experimenten 
lieferten ähnliche Ergebnisse. Allerdings wurden in den durchgeführten Versuchen immer 

















Abb. 16: Westernblot-Analyse der O-GlcNAc-Modifikation von Proteinen von Gesamthomogenaten 
von N2a- (N2a) und N2a-APP695-Zellen (A3) in Ab- (Ko) und Anwesenheit (PUGNAc) von 
PUGNAc  
Ca. 85 % konfluente N2a- und N2a-APP695-Zellen wurden unter serumfreien Bedingungen 20 
Stunden mit PUGNAc (40 µM) kultiviert und anschließend Gesamthomogenate präpariert. 20 µg 
Protein wurden über SDS-PAGE (10 %) aufgetrennt und mit dem monoklonalen Antikörper RL2 
und dem anti-Maus-POD-Antikörper analysiert. (MG = Molekulargewichtsstandard) 
 
                                                                 




PUGNAc führte zu einem deutlich sichtbaren Anstieg der Reaktion des RL2-Antikörpers. 
Neben der stärkeren Reaktion des Antikörpers mit den Proteinen, die auch unter Kontroll-
bedingungen detektiert wurden, ließen sich zusätzlich noch weitere Proteine als O-
GlcNAc-modifiziert nachweisen. Diese Beobachtungen treffen für N2a- und N2a-APP695-
Zellen zu (Abb. 16). 
 
3.7.1.2 Untersuchung des Einflusses von PUGNAc auf die O-GlcNAc-Modifikation 
von Proteinen mittels indirekter Immunfluoreszenz 
 
Mittels Immuncytochemie sollten die Ergebnisse der Westernblot Analyse bestätigt wer-
den. Die immuncytochemischen Untersuchungen wurden mit den monoklonalen Antikör-
pern RL2 und HGAC39 durchgeführt. Auf mit PLL beschichteten Glasdeckgläschen kulti-
vierte N2a- und N2a-APP695-Zellen wurden unter serumfreien Bedingungen 20 Stunden 
mit 40µM PUGNAc inkubiert. Im Anschluss daran erfolgte die immuncytochemische Fär-
bung mit dem RL2- bzw. HGAC39-Antikörper. Alle 9 durchgeführten Experimente liefer-
ten die gleichen Ergebnisse.  
 
Abb. 17 zeigt exemplarisch intrazelluläre Immunfluoreszenz-Färbungen mit dem RL2-
Antikörper. Der RL2-Antikörper färbt insbesondere den Kern von nicht mit PUGNAc-
behandelten Zellen, während das Cytoplasma eine deutlich schwächere Färbung aufweist. 
Zusätzlich wurde der proximale Bereich der Neuriten von spindelförmigen Zellen gefärbt. 
Zwischen nicht mit PUGNAc-behandelten Zellen der parentalen sowie der transfizierten 
Zellen wurden keine Unterschiede beobachtet.  
PUGNAc-Behandlung der Zellen führte – wie erwartet – zu einem Anstieg der Intensität 
der Färbung, und zwar der nukleären und cytoplasmatischen Färbung. Im Gegensatz zum 
Westernblot ist der Anstieg der Immunfluoreszensfärbung des RL2-Antikörpers relativ 
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Abb. 17: Intrazelluläre Immunfluoreszenz-Färbung von N2a- (A) und N2a-APP695-Zellen (B) in Ab- 
(Kontrolle) und Anwesenheit (PUGNAc) von PUGNAc mit dem monoklonalen Antikörper 
RL2  
N2a- (N2a) und N2a-APP695-Zellen (A3) wurden nach Subkultivierung drei Tage auf mit PLL-
beschichteten Glasdeckgläschen und dann unter serumfreien Bedingungen 20 Stunden in Ab- 
bzw. Anwesenheit von 40 µM PUGNAc, einem Inhibitor der O-GlcNAc-Hydrolase, kultiviert. 
Nach Fixierung mit Paraformaldehyd (4 %) und Permeabilisierung mit Ethanol (100 %, p.a.) 
wurden die Zellen mit dem monoklonalen RL2-Antikörper und dem anti-Maus-Cy3 Antikörper 
inkubiert. Die mikroskopische Beobachtung erfolgte mit dem Fluoreszenzmikroskop bei 546 - 
580 nm. Der eingezeichnete Balken entspricht 20 µm. 
 
3.7.2 Einfluss von PUGNAc auf die O-GlcNAc-Modifikation des humanen APP695 
 
Um zu untersuchen, ob auch das humane APP695 und dessen schwedische Mutante 
(APP695Sw) in Gegenwart des Inhibitors der O-GlcNAc-Hydrolase PUGNAc verstärkt O-
GlcNAc-modifiziert sind, wurden N2a-APP695-Zellen und N2a-APP695Sw-Zellen 20 Stun-
den in Ab- bzw. Anwesenheit von 40 µM PUGNAc kultiviert. Anschließend wurden die 
Zellen homogenisiert, APP aus den Gesamthomogenaten mit dem polyklonalen anti-APPs-
IgY-Antikörper immunpräzipitiert (siehe 3.1.1 sowie 3.4), das Immunpräzipitat über SDS-
PAGE aufgetrennt und auf Nitrocellulose transferiert. Der Nachweis des humanen APP695 
bzw. APP695Sw erfolgte mit dem monoklonalen 8E5-Antikörper und der Nachweis der O-
GlcNAc-Modifikation mit dem monoklonalen RL2-Antikörper. Dieses Experiment wurde 
insgesamt 5mal durchgeführt. 
 
Abb. 18 zeigt das Ergebnis einer repräsentativen Westernblot-Analyse. Der 8E5-Antikör-
per reagierte mit zwei der aus Gesamthomogenaten immunpräzipitierten Proteine mit 
einem Molekulargewicht von ca. 115 kD bzw. 110 kD, die die reife (ca. 115 kD) bzw. 
unreife (ca. 110 kD) Form des humanen APP695 bzw. APP695Sw darstellen (siehe 3.1.1 
sowie 3.4). Zwischen Kontroll- und PUGNAc behandelten Zellen konnte kein signifikanter 
Unterschied der Immunreaktion des 8E5-Antikörpers beobachtet werden. Die Reaktion des 
8E5-Antikörpers mit APP695Sw war allerdings sichtbar schwächer als mit APP695, vermut-
lich bedingt durch eine schwächere Expression des APP695Sw.  
Der RL2-Antikörper reagierte mit mehreren Proteinen, u.a. auch mit zwei Proteinen mit 
einem Molekulargewicht von ca. 115 kD bzw. 110 kD. PUGNAc-Behandlung der Zellen 









































Abb. 18: Westernblot-Analyse der O-GlcNAc-Modifikation des Wildtyps (APPWT) und der schwedi -
schen Mutante (APPSw) des humanen APP695 in Ab- (Ko) und Anwesenheit (PUGNAc) von 
PUGNAc 
Ca. 90 % konfluente N2a-APP695- und APP695Sw-Zellen wurden 20 Stunden mit 40 µM PUGNAc 
behandelt. Anschließend wurden die Zellen homogenisiert und APP mit dem polyklonalen anti-
APPs-IgY-Antikörper immunpräzipitiert. Die immunpräzipitierten Proteine wurden über SDS-
PAGE (8 %) aufgetrennt und auf Nitrocellulose transferiert. Humanes APPWT bzw. APPSw 
wurden mit dem monoklonalen 8E5-Antikörper und dem anti-Maus-POD-Antikörper, die O-
GlcNAc-Modifikation mit dem monoklonalen RL2-Antikörper und dem anti-Maus-POD-Anti-
körper nachgewiesen. Die Rf-Werte der erhaltenen Chemilumineszenz-Signale wurden berech-
net. Beide Antikörper reagieren mit zwei Proteinen, die ein Molekulargewicht von ca. 110 kD 
bzw. ca. 115 kD aufweisen (MG = Molekulargewichtsstandard) 
 
Es wurden die Rf-Werte der jeweiligen Chemilumineszenz-Signale berechnet und in einem 
semilogarithmischem Diagramm ausgewertet (nicht gezeigt). Diese Auswertung ergab 
übereinstimmende Molekulargewichte der Proteinbanden bei 110 kD und 115 kD, die 
sowohl von dem 8E5- als auch von dem RL2-Antikörper erkannt wurden. Das bedeutet, 
nicht nur der Wildtyp des humanen APP695 ist O-GlcNAc-modifiziert sondern auch dessen 
schwedische Mutante. Inkubation der Zellen mit PUGNAc führte zu einer gesteigerten O-
GlcNAc-Modifikation des humanen APP695 bzw. APP695Sw, jedoch sind die unreifen For-
men beider Proteine deutlich stärker O-GlcNAc-modifiziert als die jeweilige reife Form.  
 
Es konnte wie erwartet kein Unterschied hinsichtlich der O-GlcNAc-Modifikation zwi-
schen humanem APP695 und APP695Sw beobachtet werden. da der C-Terminus beider Pro-




3.7.3 Einfluss von PUGNAc auf die Expression und Sekretion des humanen APP695 
 
Für die Untersuchung des Einflusses einer gesteigerten O-GlcNAc-Modifikation von Pro-
teinen auf das proteolytische Prozessieren des humanen APP695 wurden N2a-APP695-Zellen 
unter serumfreien Bedingungen 20 Stunden mit 40 µM PUGNAc inkubiert.  
 






















Abb. 19: Einfluss von PUGNAc auf die Expression und Sekretion des humanen APP695 (APP), APPs 
(APPs) und APPs a  (APPsa) 
Ca. 85 % konfluente N2a-APP695-Zellen wurden unter serumfreien Bedingungen in Ab- (Ko) 
und Anwesenheit (PUGNAc) von 40 µM PUGNAc kultiviert. Anschließend wurde der 
Zellkulturüberstand (konditioniertes Medium) abgenommen und die Zellen homogenisiert. 10 µg 
Protein der Gesamthomogenate wurden über SDS-PAGE (8 %) aufgetrennt und humanes APP695 
mit dem monoklonalen 8E5-Antikörper und dem anti-Maus-POD-Antikörper mittels 
Westernblot immundetektiert. Für den Nachweis des humanen APPs wurden 0,5 µg Protein des 
konditionierten Mediums über SDS-PAGE (8 %) aufgetrennt und APPs mittels Westernblot mit 
dem monoklonalen 8E5-Antikörper nachgewiesen. Zur Immundetektion des humanen APPsa mit 
dem monoklonalen W0-2-Antikörper wurde 1 µg Protein des konditionierten Mediums über 
SDS-PAGE (8 %) aufgetrennt. Die den Proteinen entsprechenden Chemilumineszenz-Signale 
wurden mit dem Programm ImageQuant quantifiziert. Die erhaltenen Werte sind in Pixel (in 






Es wurden insgesamt 10 Versuche mit Doppel- bis Vierfachbestimmungen der Gesamtho-
mogenate sowie der konditionierten Medien von Kontroll- bzw. PUGNAc-behandelten 
Zellen analysiert. Humanes APP695, APPs sowie APPsa wurden mittels Westernblot detek-
tiert und die den Proteinen entsprechenden Chemilumineszenz-Signale mit dem Programm 
ImageQuant densitometrisch quantifiziert. Zur statistischen Auswertung wurde ein unab-
hängiger T-Test (n = 29) durchgeführt. 
Abb. 19 zeigt, dass eine 20-stündige Behandlung der Zellen mit PUGNAc keinen Einfluss 
auf die Expression des humanen APP695 sowie die Sekretion von APPs und APPsa hat.  
 
Die Analyse des sezernierten Abx-40 wurde in Kooperation mit Dr. D. Beher, London, 
durchgeführt. Die Konzentrationsbestimmung erfolgte mit dem sog. HTRF (homogeneous 
time-resolved fluorescence) „Immunoassay“. Bei dieser Methode wird die Überlagerung 
von Resonanzenergie zwischen zwei Fluorophoren genutzt. Mit diesen Fluorophoren sind 
Antikörper markiert, die mit dem N- bzw. C-Terminus von Ab  reagieren. Die Eigenschaf-
ten der eingesetzten Fluorophore ermöglichen eine quantitative und qualitative Bestim-
mung von Ab  in Lösungen (Clarke und Shearman, 2000). Die Konzentrationen des sezer-
nierten Abx-42 konnte auch mit dieser Methode nicht bestimmt werden, da sie unterhalb der 
Detektionsgrenze lagen (persönliche Mitteilung Dr. Beher).  
Sezerniertes Abx-40 wurde von 6 Kontrollversuchen sowie von 6 Versuchen mit PUGNAc-
behandelten Zellen gemessen. Die Abx-40-Konzentration betrug in konditionierten Medien 
von Kontrollzellen 1,22 pmol/ml konditioniertes Medium. Dem gegenüber wurde eine 
Konzentration von 1,04 pmol/ml konditioniertes Medium bei den mit PUGNAc-behandel-
ten Zellen gemessen werden. Die statistische Auswertung erfolgte ebenfalls mit einem 
unabhängigen T-Test. Dieser ergab eine signifikante Abnahme der Abx-40-Sekretion (p = 
0,01).  
Unter den gewählten Bedingungen hat die gesteigerte O-GlcNAc-Modifikation von Protei-
nen weder einen messbaren Einfluss auf die Expression des humanen APP695 noch auf die 
Sekretion des humanen APPs bzw. APPsa. Hingegen führt eine gesteigerte O-GlcNAc-





3.7.4 Einfluss von PUGNAc auf intrazelluläre Lokalisation des humanen APP695  
 
Um zu untersuchen, ob O-GlcNAc die intrazelluläre Verteilung des humanen APP695 
beeinflusst, wurde untersucht, ob die Behandlung der N2a-APP695-Zellen mit PUGNAc die 
subzelluläre Lokalisation des humanen APP695 beeinflusst. Es wurde daher zum einen die 
Assoziation des humanen APP695 mit dem Cytoskelett in Ab- bzw. Anwesenheit von 
PUGNAc untersucht, zum anderen die subzelluläre Lokalisation des humanen APP695 
mittels Immuncytochemie.  
 
3.7.4.1 Einfluss von PUGNAc auf die Lokalisation des humanen APP695 in 
verschiedenen Zellfraktionen 
 
N2a- und N2a-APP695-Zellen wurden 20 Stunden in An- bzw. Abwesenheit von PUGNAc 
kultiviert. Im Anschluss daran wurden die Detergens-lösliche Fraktion sowie die Deter-
gens-unlösliche Cytoskelettfraktion präpariert (siehe 3.2.2). Humanes APP695 wurde 
mittels Westernblot-Analyse nachgewiesen. 
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Abb. 20: Analyse des humanen APP695 in der Detergens-löslichen Fraktion (dsf) und Detergens-
unlöslichen Cytoskelettfraktion (dicf) in Ab- (Ko) und Anwesenheit (PUGNAc) von 
PUGNAc mittels Westernblot 
Ca. 85 % konfluente N2a- und N2a-APP695-Zellen wurden 20 Stunden mit PUGNAc (40 µM) 
kultiviert. Anschließend wurden die Detergens-lösliche Fraktion und die Detergens-unlösliche 
Cytoskelettfraktion präpariert. Jeweils 20 µg Protein der beiden Fraktionen wurden über SDS-
PAGE (10 %) aufgetrennt und mit dem monoklonalen Antikörper 8E5 und dem anti-Maus-POD-
Antikörper analysiert. (MG = Molekulargewichtsstandard) 
 
Es wurden insgesamt vier Experimente mit Doppel- bzw. Dreifachbestimmungen durchge-
führt. In allen durchgeführten Experimenten konnte eine starke Reaktion des 8E5-Antikör-
pers in der Detergens-löslichen Fraktion beobachtet werden. Nur in zwei der durchgeführ-
ten Versuche konnte eine Reaktion des 8E5-Antikörpers mit humanem APP695 in der 




mutlich auf den geringen Mengen des humanen APP695, die in dieser Fraktion detektiert 
werden konnten (siehe Abb. 14). PUGNAc hatte keinen Einfluss auf die Verteilung des 
humanen APP695 zwischen der Detergens-löslichen Fraktion und der Detergens-
unlöslichen Cytoskelettfraktion (Abb. 20).  
 
3.7.4.2 Immuncytochemische Untersuchung des Einflusses von PUGNAc auf die 
 intrazelluläre Lokalisation des humanen APP695 
 
Für die Untersuchung der subzellulären Lokalisation des humanen APP695 mittels indirek-
ter Immunfluoreszenztechnik wurden auf Glasdeckgläschen kultivierte N2a- und N2a-
APP695-Zellen unter serumfreien Bedingungen 20 Stunden in Ab- bzw. Anwesenheit von 
PUGNAc inkubiert. Die immuncytochemische Färbung erfolgte anschließend mit dem 
monoklonalen 8E5-Antikörper. Es wurden insgesamt 9 Versuche mit Doppel- oder Drei-
fachbestimmungen durchgeführt, die alle zu denselben Ergebnissen führten.  
 
Im Gegensatz zur Westernblot Analyse (siehe 3.1.1 und 3.1.2) zeigte der 8E5-Antikörper 
eine schwache Immunfluoreszenzfärbung von cytoplasmatischen Vesikeln und Neuriten 
der parentalen N2a-Zellen (Abb. 21A). Ob es sich dabei jedoch um eine spezifische Reak-
tion des 8E5-Antikörpers mit murinem APP oder um eine unspezifische Reaktion handelt, 
lässt sich nicht ohne weiteres beurteilen. 
N2a-APP695-Zellen hingegen wiesen eine starke cytoplasmatische Färbung auf. Auffallend 
war die Perlenschnur-ähnliche Färbung der Neuriten der N2a- und N2a-APP695-Zellen und 
die deutlich verstärkte Färbung der Neuriten sowohl von N2a- als auch von N2a-APP695-
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Abb. 21: Intrazelluläre Immunfluoreszenz von Kontroll- und PUGNAc-behandelten N2a- (A) und 
N2a-APP695-Zellen (B) mit dem monoklonalen Antikörper 8E5  
N2a- (N2a) und N2a-APP695-Zellen (A3) wurden nach Subkultivierung drei Tage auf mit PLL-
beschichteten Deckgläschen und dann unter serumfreien Bedingungen die Zellen 20 Stunden in 
Ab- (Kontrolle) bzw. Anwesenheit (PUGNAc) von 40 µM PUGNAc kultiviert. Nach Fixierung 
mit Paraformaldehyd (4 %) und Permeabilisierung mit eiskaltem Ethanol (100 %, p.a.) wurden 
die Zellen mit dem monoklonalen 8E5-Antikörper und dem anti-Maus-Cy3-Antikörper 
inkubiert. Die mikroskopische Beobachtung erfolgte mit dem Fluoreszenzmikroskop bei 546 - 
580 nm. Der eingezeichnete Balken entspricht 20 µm. 
 
Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass eine gesteigerte O-GlcNAc-Modifikation von 
Proteinen keinen Einfluss auf die Expression des humanen APP695 hat. Auch beeinflusste 
sie die Sekretion des humanen APPs bzw. APPsa nicht. Im Gegensatz dazu war eine signi-
fikante Reduktion der Abx-40-Sekretion zu verzeichnen. Außerdem konnte immuncytoche-
misch gezeigt werden, dass die Neuriten in Gegenwart von PUGNAc in ihrer gesamten 
Länge mit dem für humanes APP spezifischen Antikörper angefärbt sind, während in 







4.  Diskussion 
 
Es gibt Hinweise, die auf eine mögliche Bedeutung der O-GlcNAc-Modifikation von Pro-
teinen bei der Pathogenese der Alzheimer Demenz hindeuten (siehe 1.5.3). So sind APP 
und Tau, die eine zentrale Rolle bei der Entstehung der Krankheit spielen (siehe 1.3 sowie 
1.2.2), O-GlcNAc-modifiziert (siehe 1.5). Des weiteren wurde in Gehirnen von Alzheimer 
Patienten in Bereichen, die morphologische Veränderungen aufweisen, eine deutlich 
höhere O-GlcNAc-Expression nachgewiesen als bei Kontroll-Patienten (siehe 1.5.3). Da 
außerdem das proteolytische Prozessieren von APP durch verschiedene Signalkaskaden 
reguliert wird (siehe 1.4) und die O-GlcNAcylierung ein zur Phosphorylierung alternatives 
Signaltransduktionssystem darstellt (siehe 1.5.1), wurde die Hypothese aufgestellt, dass die 
O-GlcNAcylierung die Ab-Bildung aus APP möglicherweise reziprok zur Phosphorylie-
rung beeinflusst.  
Um diese Hypothese zu beweisen, wurden Experimente an einer neuronalen Zell-Linie 
durchgeführt, die mit der cDNA des humanen APP695 transfiziert worden war. Diese Zell-
kulturbedingungen wurden gewählt, um eine der Pathogenese des humanen Gehirns etwa 
vergleichbare Situation zu schaffen, da bekannt war, dass Ab  – und damit die Plaques-
bildung – zum einen nicht in anderen Spezies, wie z.B. der Maus, nachweisbar ist und zum 
anderen wahrscheinlich ausschließlich durch das Prozessieren von APP in Neuronen und 
nicht in anderen Zellen des Gehirns verursacht wird. 
 
4.1 Metabolismus des humanen APP695  
 
4.1.1 Nachweis der Expression des humanen APP695 in N2a-Zellen mittels 
Westernblot-Analyse sowie indirekter Immunfluoreszenz 
 
Die Expression des humanen APP695 konnte im Westernblot mit dem für das humane APP 
spezifischen monoklonalen 8E5-Antikörper nachgewiesen werden (Abb. 5). Damit die 
geplanten Versuche an einer homogenen Zellpopulation durchgeführt werden konnten, 
wurden Einzelzell-Klone isoliert (Abb. 6) und für die weiteren Versuche ein Einzelzell-




Die Expression des humanen APP695 durch die N2a-Zellen konnte nicht durch Coomassie-
Färbung von SDS-Gelen der Gesamthomogenate detektiert werden (siehe Abb. 11), so 
dass anzunehmen ist, dass die N2a-Zellen das humane APP695 nicht sehr stark überexpri-
mierten.  
 
Während im Westernblot keine Kreuzreaktion des gegen das humane APP gerichteten 
8E5-Antikörpers mit endogenem Maus-APP beobachtet wurde (Abb. 5), war immuncyto-
chemisch eine schwache, tolerierbare Färbung der parentalen, d.h. nicht mit humanem 
APP695 transfizierten N2a-Zellen zu erkennen, die auf den Fotos allerdings deutlicher zu 
erkennen ist als unter dem Mikroskop (Abb.21A). In Folge dessen wurden die Versuchs-
bedingungen nicht weiter optimiert.  
Möglicherweise handelt es sich bei der Färbung der parentalen N2a-Zellen um eine unspe-
zifische Reaktion des 8E5-Antikörpers. Dies ließe sich prinzipiell durch Kompetitionsex-
perimente zeigen, in denen die Bindung des 8E5-Antikörpers an das endogene Antigen 
durch zugefügtes lösliches Antigen (in diesem Fall z.B. APPs) verhindert wird. Dieses 
Experiment wurde jedoch nicht durchgeführt. 
 
N2a- sowie N2a-APP695-Zellen wiesen eine vesikuläre Färbung des Cytoplasmas sowie 
eine – wenn auch schwächere – Färbung der Zellkerne mit dem 8E5-Antikörper auf. 
Außerdem konnte eine deutliche vesikuläre bzw. z.T. segmentale Färbung der Neuriten 
beobachtet werden (Abb. 21).  
Diese Färbung scheint typisch für APP zu sein, da sie sowohl für überexprimiertes als auch 
endogenes APP beschrieben wird (Ando et al., 1999; Caporaso et al., 1994; Haass et al., 
1995; Iijima et al., 2000; Storey et al., 1996a; Storey et al., 1996b; Xu et al., 1999; 
Yamazaki et al., 1996).  
Die vesikuläre Färbung der Neuriten der N2a-APP695-Zellen wird bei verschiedenen Ner-
venzell-Typen beschrieben, wie z.B. Kleinhirnneuronen von Mäusen bzw. Ratten, mit der 
cDNA des humanen APP transfizierten B103-Zellen sowie Hippocampus-Neuronen der 
Ratte (Coulson et al., 1997; Storey et al., 1996a; Storey et al., 1996b; Xu et al., 1999; 
Iijima et al., 2000). Diese Färbung ist scheinbar spezifisch für APP, da sie durch Behand-
lung von Maus-DRGs mit Antisense-Oligonukleotiden von APP reduziert werden konnte 




Für die vesikuläre Färbung könnte zum einen in Transportvesikeln lokalisiertes APP ver-
antwortlich sein. So unterliegt APP einem schnellen axonalen anterograden Transport; es 
kann aber auch retrograd transcytosiert werden (Koo et al., 1990; Simons et al., 1995; 
Yamazaki et al., 1995).  
Zum anderen könnte es sich bei den lokalen Verdickungen, die auch deutlich in der 
Phasenkontrast-Mikroskopie zu erkennen sind (vgl. Abb. 10), um Synapsen handeln (per-
sönliche Mitteilung Prof. V. Herzog, Institut für Zellbiologie, Bonn). Es ist bekannt, dass 
in Neuronen ein Großteil von APP in Synapsen lokalisiert ist, so dass die vesikuläre Fär-
bung der Neuriten auf in Synapsen lokalisiertes humanes APP695 zurückgeführt werden 
könnte (Huber et al., 1999; Saitoh und Mook-Jung, 1996; Schubert et al., 1991; 
Shimokawa et al., 1993). 
Des weiteren könnte in Fokalkontakten oder anderen Adhäsionsstellen lokalisiertes APP 
für die vesikuläre Färbung verantwortlich sein. Darauf deuten Beobachtungen verschiede-
ner Arbeitsgruppen hin, die eine Co-Lokalisation von APP mit b1-Integrin und Talin 
gezeigt haben. Beide Proteine sind Bestandteile von Fokalkontakten und besitzen eine 
punktartige Verteilung (Coulson et al., 1997; Storey et al., 1996b).  
 
4.1.2 Untersuchungen zur Sekretion des humanen APPs bzw. APPs a   
 
Das von den N2a-APP695-Zellen in das Zellkulturmedium sezernierte humane APPs bzw. 
APPsa konnte im Westernblot nachgewiesen werden (Abb. 7 sowie Abb. 9). Die Sekretion 
des humanen APPs wurde im ELISA bestätigt (Abb. 8). Daraus lässt sich schließen, dass 
diese murine Zell-Linie Sekretasen besitzt, die das humane APP695 proteolytisch abbauen 
können. 
 
4.1.3 Untersuchungen zur Sekretion des humanen Ab  
 
Zur Analyse der Sekretion von Ab  wurde konditioniertes Medium auf unterschiedliche 
Weise konzentriert und mit Ameisensäure sowie Acetonitril behandelt. Dieses Prozedere 
wird oftmals in der Literatur als Voraussetzung für den Ab-Nachweis beschrieben 
(Gravina et al., 1995; Permanne et al., 1995; Roher et al., 1996; Skovronsky et al., 1998).  
Es gelang jedoch nicht, im ELISA mit dem monoklonalen G2-10-Antikörper sezerniertes 
Ab  nachzuweisen. Auch Immunpräzipitation von Ab  mit einem käuflichen polyklonalen 




11-Antikörper führte nicht zum Nachweis des sezernierten Ab  (beides nicht gezeigt). In 
Kontrollversuchen konnte synthetisches Ab1-40 mit beiden Antikörpern nachgewiesen wer-
den (nicht gezeigt). Prinzipiell war das verwendete Prozedere also für den Ab-Nachweis 
geeignet.  
 
Die Problematik des Ab-Nachweises ist aus der Literatur bekannt. So scheinen zum einen 
N2a-Zellen trotz (starker) Überexpression von APP nur geringe Mengen Ab  zu sezernieren 
(Sastre et al., 1998; Thinakaran et al., 1996a; Xu et al., 1997). Da die Ab-Sequenz nur 
einen Methionin-Rest enthält (siehe Abb. 2), ist der Nachweis nach metabolischer Markie-
rung des Peptids mit 35S-Methionin nicht sehr sensitiv. Des weiteren tendiert Ab  zur 
Aggregation (siehe 1.3.4), was wiederum den Ab-Nachweis beeinträchtigen könnte, da die 
Aggregation die Erkennung durch Antikörper behindern könnte (Kuo et al., 1996; 
Permanne et al., 1995; Podlisny et al., 1995; Roher et al., 1996; Walsh et al., 2000).  
Verschiedene Arbeitsgruppen konnten allerdings nach metabolischer Markierung von 
Proteinen mit 35S-Methionin und anschließender Immunpräzipitation mit anderen Anti-
körpern von N2a-Zellen sezerniertes Ab  nachweisen (Sastre et al., 1998; Thinakaran et al., 
1996a; Xu et al., 1997). Auch ohne metabolische Markierung gelang dies Arbeitsgruppen, 
die jedoch andere Zeiten für die Gewinnung des konditionierten Mediums sowie andere 
Antikörper in der Immunpräzipitation, Westernblot-Analyse bzw. im („Sandwich“-)ELISA 
verwendeten (Asami-Odaka et al., 1995; Sudoh et al., 2000).  
Sezerniertes Ab  konnte somit nicht selbst detektiert werden. Daher wurde dessen Kon-
zentration in Kooperation mit Dr. D. Beher, Merck, London, mit dem sehr sensitiven 
HTRF „Immunoassay“ (Clarke und Shearman, 2000) (siehe 3.7.3 sowie 4.6.3) analysiert. 
Mit dieser Methode konnte gezeigt werden, dass die N2a-APP695-Zellen ca. 1 pmol/ml 
Abx-40 (ca. 4 ng/ml Medium) sezernierten, was deutlich unterhalb der Detektionsgrenze der 
eigenen Westernblot-Analyse von 100 ng synthetischem Ab1-40 pro Laufbahn lag.  
Die Menge des sezerniertes Abx-42 konnte allerdings auch mit dieser Methode nicht nach-
gewiesen werden, da dessen Konzentration offenbar ebenfalls unterhalb der Detek-





Ein Grund für die im Vergleich zu APPs geringe Menge an Ab  könnte sein, dass nur ein 
geringer Teil des gesamten APP zu Ab  prozessiert wird (Busciglio et al., 1993; Haass et 
al., 1992; Kumar-Singh et al., 2000; Kuo et al., 1996; McConlogue et al., 1996; Nunan et 
al., 2001; Sambamurti et al., 1999; Shoji et al., 1992). An Astrocyten sowie einer humanen 
Neurogliom-Zellinie konnte beispielsweise gezeigt werden, dass APP überwiegend durch 
die a-Sekretase prozessiert wird (Kuentzel et al., 1993; LeBlanc et al., 1996).  
Auch der Abbau von Ab  durch extrazelluläre Proteasen kann nicht ausgeschlossen werden. 
So konnten synthetische Ab-Peptide nachweislich durch Proteasen im konditionierten 
Medium von N2a-Zellen degradiert werden (Wang et al., 1996). Neben Mikrogliazellen 
scheinen auch neuronale und nicht-neuronale Zellen (Metallo-) Proteasen zu sezernieren, 
die Ab  degradieren können. Dazu gehört auch das Insulin-degradierende Enzym (Paresce 
et al., 1997; Qiu et al., 1997; Qiu et al., 1998).  
 
4.1.4 Untersuchungen von intrazellulärem humanem Ab  
 
Um zu untersuchen, ob N2a-Zellen ähnlich wie für andere Zellen beschrieben Ab  intra-
zellulär bilden und möglicherweise nur in geringem Umfang sezernieren (siehe 1.3.4), 
wurde Ab  aus Gesamthomogenaten bestimmt (Skovronsky et al., 1998; Walsh et al., 2000; 
Xu et al., 1997).  
Es wurden aus Gesamthomogenaten Immunpräzipitationen mit einem polyklonalen Anti-
Ab-Antikörper durchgeführt. Im Westernblot konnte Abx-40 mit dem G2-10-Antikörper 
allerdings nicht nachgewiesen werden (nicht gezeigt). Auch Einhaltung der in der Literatur 
beschriebenen Versuchsbedingungen (siehe 4.1.3) führte nicht zum Nachweis von Abx-40 
mittels Immunoblot (nicht gezeigt). 
Da im Gegensatz zu sezerniertem Ab  intrazelluläres Ab  hauptsächlich aus Abx-42 besteht 
(siehe 1.3.4), wurde versucht, intrazelluläres Abx-42 nachzuweisen. Dieses kann spezifisch 
mit dem monoklonalen G2-11-Antikörper nachgewiesen werden, der im Westernblot 
bereits ca. 12 pg (3 fmol) synthetisches Ab1-42 nachweisen kann, also sehr sensitiv ist (Ida 
et al., 1996).  
Bei der Immunoblot-Analyse mit dem G2-11-Antikörper traten jedoch methodische Prob-
leme auf (nicht gezeigt). Daher konnte auch intrazelluläres Abx-42 mit keiner der verwen-





Die durchgeführten Experimente lassen somit keinen Rückschluss auf die Menge an intra-
zellulärem Ab  zu. Vermutlich ist dessen Menge noch geringer als die des sezernierten 
Ab(x-40), wie von verschiedenen Arbeitsgruppen an nicht neuronalen sowie neuronalen 
Zellen bzw. Zell-Linien (u.a. auch N2a-Zellen) beobachtet wurde (Martin et al., 1995; 
Tienari et al., 1997; Turner et al., 1996; Wertkin et al., 1993; Wild-Bode et al., 1997; Xu et 
al., 1997). Vermutlich hätte durch den Einsatz sensitiverer Antikörper/Methoden intra-
zelluläres Ab  nachgewiesen werden können (siehe 4.1.3).  
 
4.2 Die O-GlcNAc-Modifikation von Proteinen  
 
4.2.1 Nachweis der O-GlcNAc-Modifikation von Proteinen mittels Westernblot 
 
Die O-GlcNAc-Modifikation der von N2a- bzw. N2a-APP695-Zellen exprimierten Proteine 
wurde in Gesamthomogenaten, der Detergens-löslichen Fraktion sowie der Detergens-
unlöslichen Cytoskelettfraktion untersucht (Abb. 12).  
Der Nachweis von O-GlcNAc erfolgte entweder mit dem monoklonalen RL2- oder dem 
monoklonalen HGAC39-Antikörper. Der RL2-Antikörper, der gegen Kernporenproteine 
aus Rattenleber hergestellt wurde, erkennt hauptsächlich O-GlcNAc, allerdings auch noch 
zusätzlich bestimmte Sekundär- oder Primärstrukturen des Proteinrückgrats (Snow et al., 
1987; Holt et al., 1987). Das bedeutet, dass dieser Antikörper nicht alle O-GlcNAc-modifi-
zierten Proteine gleich gut erkennt. 
Der monoklonale HGAC39-Antikörper wurde gegen Kohlenhydrate von Streptokokken 
hergestellt. Im Gegensatz zum RL2-Antikörper ist die Erkennung von O-GlcNAc durch 
den HGAC39-Antikörper anscheinend unabhängig vom Proteinrückgrat, allerdings gibt 
dieser Antikörper aus unbekannten Gründen im Westernblot keine reproduzierbaren 
Ergebnisse (Turner et al., 1990).  
O-GlcNAc kann auch durch die 3H-Galactosylierung der O-glykosidisch gebundenen ter-
minalen GlcNAc-Reste mittels Galactosyltransferase nachgewiesen werden. Es wurde 
gezeigt, dass diese Methode und der immunologische Nachweis von O-GlcNAc zumindest 
im ELISA vergleichbar sind (Griffith und Schmitz, 1999). Da die 3H-Galactosylierung im 
Vergleich zur Westernblot-Analyse deutlich zeitaufwendiger ist, wurde letztere für den 





Es konnten keine Unterschiede hinsichtlich der O-GlcNAc-Modifikation von Proteinen 
zwischen parentalen N2a- und N2a-APP695-Zellen beobachtet werden. Dies trifft für alle 
untersuchten Proteinfraktionen zu (Abb. 12), d.h. es kann ausgeschlossen werden, dass die 
Expression des humanen APP695 einen Einfluss auf die O-GlcNAc-Modifikation von Pro-
teinen hat. 
Der RL2-Antikörper zeigte mit Proteinen aus Gesamthomogenaten und der Detergens-
unlöslichen Cytoskelettfraktion eine vergleichbare Reaktivität, während er mit Proteinen 
aus der Detergens-löslichen Fraktion bei gleicher Proteinkonzentration deutlich schwächer 
reagierte (Abb. 12).  
Dies stimmt mit den Ergebnissen von Griffith und Schmitz (1999) an Kleinhirnneuronen 
überein. Mittels ELISA konnten sie zeigen, dass cytoskeletale und mit dem Cytoskelett 
assoziierte Proteine eine 2-3fach höher O-GlcNAc-Expression pro µg Protein aufwiesen 
als cytosolische und membrangebundene Proteine (Griffith und Schmitz, 1999).  
Diese Beobachtungen lassen vermuten, dass O-GlcNAc für spezifische Eigenschaften des 
Cytoskeletts von Bedeutung sein könnte. Für die Organisation des Cytoskeletts ist die 
Phosphorylierung wichtig und die Organisation des Cytoskeletts wiederum spielt in Neu-
ronen eine wichtige Rolle beim Neuritenwachstum (Brandt, 1998; Suter und Forscher, 
1998).  
Möglicherweise ist auch O-GlcNAc für die Regulation des Cytoskeletts bzw. dessen Sta-
bilisierung von entscheidender Bedeutung. Dafür spricht, dass viele cytoskeletale Proteine 
sowohl phosphoryliert als auch O-GlcNAc-modifiziert sind, wie z.B. die MAPs (Micro-
tubule Associated Proteins) Tau, Vinculin und Talin1 (Arnold et al., 1996; Ding und 
Vandré, 1996; Hart et al., 1996; Hagmann et al., 1992). Auch beeinflusst O-GlcNAc 
anscheinend die Assoziation der Neurofilamente und spielt eine Rolle bei der Fibrillenbil-
dung von Intermediärfilamenten (Hart, 1997; Hart et al., 1996; Comer und Hart, 2000).  
Die genannten Ergebnisse könnten daher auf eine wichtige Funktion von O-GlcNAc bei 
der Organisation des neuronalen Cytoskeletts hindeuten. Ein Vergleich mit den genannten 
Zellfraktionen von nicht-neuronalen Zellen wäre in diesem Zusammenhang von besonde-
rem Interesse. 
 
                                                                 
1 MAPs, Vinculin und Talin vermitteln die Bindung des Cytoskeletts an die Plasmamembran. Dies wiederum 




Die Behandlung der N2a- bzw. N2a-APP695-Zellen mit PUGNAc führte erwartungsgemäß 
zu einem deutlichen Anstieg der RL2-Reaktion im Westernblot (Abb. 16). Dies ist jedoch 
in den immuncytochemischen Untersuchungen weniger deutlich zu erkennen (Abb. 17). Im 
Westernblot reagierte der RL2-Antikörper sowohl verstärkt mit Proteinen, die auch unter 
Kontrollbedingungen detektiert wurden, als auch mit zusätzlichen Proteinen (Abb. 16). 
Ähnliche Beobachtungen wurden an NIH-3T3-, CV-1- und HeLa-Zellen sowie murinen 
Kleinhirnneuronen gemacht (Haltiwanger et al., 1998; Rex-Mathes et al., 2001).  
 
4.2.2 Untersuchung der O-GlcNAc-Modifikation von Proteinen mittels indirekter 
Immunfluoreszenz 
 
Mit den beiden O-GlcNAc-spezifischen Antikörpern RL2 und HGAC39 konnte eine starke 
nukleäre Färbung sowie eine deutlich schwächere, diffuse cytoplasmatische Färbung 
beobachtet werden (Abb. 17). Dies stimmt mit Beobachtungen anderer Arbeitsgruppen an 
FR 3T3-Zellen, DRG- sowie Kleinhirnneuronen überein (Turner et al., 1990; Griffith et al., 
1995; Rex-Mathes et al., 2001).  
 
Mittels indirekter Immunfluoreszenz mit dem RL2-Antikörper konnte weder bei N2a- bzw. 
N2a-APP695-Zellen (vorliegende Ergebnisse) noch bei Kleinhirnneuronen (Rex-Mathes et 
al., 2001) eine mit der Plasmamembran-assoziierte Färbung beobachtet werden. Im Gegen-
satz dazu wiesen DRG-Neuronen mit dem HGAC-Antikörper und nach einer DAB-Farb-
reaktion eine membranassoziierte Färbung auf (Griffith et al., 1995).  
Ursache hierfür könnten unterschiedliche Sensitivitäten der verwendeten Methoden oder 
aber zelltypspezifische Unterschiede sein. Außerdem wurde bis heute auch nur von weni-
gen Transmembranproteinen nachgewiesen, dass sie O-GlcNAc-modifiziert sind (siehe 
1.5). Möglicherweise ist daher die O-GlcNAc-Expression von Transmembranproteinen zu 
gering für den Nachweis mittels indirekter Immunfluoreszenz.  
 
4.2.3 Die O-GlcNAc-Modifikation des humanen APP695  
 
Die O-GlcNAc-Modifikation des humanen APP695 wurde mittels Westernblot mit den 
RL2- sowie HGAC39-Antikörpern analysiert. Dabei konnte eine stärkere Reaktion insbe-
sondere des RL2-Antikörpers mit der unreifen Form des humanen APP695 beobachtet wer-




Die Reaktion beider O-GlcNAc-spezifischer Antikörper mit dem humanen APP695 ist 
jedoch verhältnismäßig schwach. Es ist anzunehmen, dass in Übereinstimmung mit Unter-
suchungen von anderen O-GlcNAcylierten Proteinen nur eine Subpopulation des humanen 
APP695 O-GlcNAc-modifiziert ist (Ding und Vandré, 1996; Dong et al., 1993; Dong et al., 
1996; Inaba und Maede, 1989; Kelly et al., 1993; Reason et al., 1992).  
Des weiteren ist die Erkennung von O-GlcNAc durch den RL2-Antikörper auch von dem 
Proteinrückgrat abhängig (Snow et al., 1987) (siehe 4.2.1). Daher ist möglicherweise die 
Affinität des RL2-Antikörpers für APP niedriger als für die Kernporenproteine, das Anti-
gen, gegen das er hergestellt wurde. 
 
Es wurde bisher noch nicht gezeigt, dass im Vergleich zur reifen Form die unreife Form 
des humanen APP695 stärker O-GlcNAcyliert ist. Griffith et al. (1995) konnten bei ihren 
Untersuchungen diese beiden Formen aufgrund der angewendeten Methode nicht unter-
scheiden (siehe 3.4).  
Das Ergebnis ist besonders interessant im Hinblick auf die konstitutive Phosphorylierung 
des reifen APP durch die Cdk5 und scheint die Hypothese der alternativen, möglicherweise 
reziproken Beziehung zwischen O-GlcNAc und Phosphat zu unterstützen (Iijima et al., 
2000). So sind beispielsweise bei der RNA-Polymerase II dieselben Serin- und Threonin-
Reste entweder O-GlcNAcyliert oder phosphoryliert (Kelly et al., 1993). Die O-GlcNAc-
modifizierte Form des Enzyms spielt eine Rolle bei der Bildung des Präinitiationskom-
plexes, während die phosphorylierte Form für die Elongationsphase der Transkription von 
Bedeutung ist (Wells et al., 2001).  
Möglicherweise trifft eine ähnliche reziproke Beziehung zwischen Phosphat und O-
GlcNAc auch für APP zu. Dazu müssten allerdings noch weitere Versuche durchgeführt 
werden. Beispielsweise müsste die O-GlcNAc-Modifikation bzw. Phosphorylierung der 
Serin-/Threonin-Reste der reifen bzw. unreifen Form APP identifiziert werden.  
 
Es wird angenommen, dass O-GlcNAc die Assoziation von Proteinen begünstigt (siehe 
1.5.1) und es stellt sich die Frage, ob die O-GlcNAc-Modifikation von APP für seine 
Assoziation mit anderen Proteinen eine Rolle spielt. 
Es ist zwar gezeigt worden, dass APP und die Preseniline im ER einen Komplex bilden, 
aber ob O-GlcNAc dabei eine Rolle spielt ist eher fraglich, da angenommen wird, dass die 
Interaktion zwischen APP und den Presenilinen zwischen den Transmembranregionen und 




1997; Xia et al., 1997). Allerdings ist gezeigt worden, dass unreifes APP Bestandteil eines 
hochmolekularen Proteinkomplexes ist, der neben den Presenilinen u.a. auch Calreticulin 
und das Transmembranprotein Nicastrin enthält (Johnson et al., 2001; Yu et al., 1998; Yu 
et al., 2000). Möglicherweise beeinflusst die O-GlcNAc-Modifikation die Interaktionen 
zwischen APP und anderen Transmembran- bzw. cytosolischen Proteinen und so indirekt 
die Interaktion zwischen APP und den Presenilinen.  
Um die Frage zu beantworten, ob O-GlcNAc tatsächlich die Assoziation zwischen APP 
und cytosolischen Proteinen beeinflusst, müsste man Versuche durchführen, in denen mit 
und ohne Beeinflussung der O-GlcNAc-Modifikation (z.B. durch PUGNAc-Behandlung) 
die mit APP co-präzipitierten Proteine analysiert und quantifiziert werden.  
 
Zwischen dem humanen APP695 und dessen schwedischer Mutante (APP695Sw) konnten 
mittels Westernblot-Analyse keine Unterschiede hinsichtlich der O-GlcNAc-Modifikation 
festgestellt werden. In beiden Fällen ist die unreife Form stärker O-GlcNAcyliert als die 
reife Form, unabhängig davon, ob die Zellen mit PUGNAc behandelt wurden oder nicht 
(Abb. 18).  
Anhand der vorliegenden Ergebnisse scheint somit die O-GlcNAc-Modifikation von 
APP695Sw selbst keine Rolle bei der gesteigerten Ab-Produktion der schwedischen Mutante 
zu spielen.  
 
4.3 Untersuchungen zur Assoziation des humanen APP695 mit dem Cytoskelett 
 
Humanes APP695 wurde mittels Westernblot-Analyse überwiegend in der Detergens-lös-
lichen Fraktion nachgewiesen, während die Detergens-unlösliche Cytoskelettfraktion ver-
gleichsweise geringe Mengen APP695 enthielt (Abb. 14).  
Das Ergebnis steht im Widerspruch zu Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen. So sind in 
PC12- bzw. C6-Gliomzellen ca. 50 % bzw. ca. 85 % des APP mit dem Cytoskelett assozi-
iert (Refolo et al., 1991). In embryonalen Kleinhirnneuronen der Ratte sind ebenfalls ver-
gleichbare Mengen APP in der Detergens-löslichen Fraktion und Detergens-unlöslichen 
Cytoskelettfraktion enthalten (Allinquant et al., 1994).  
Es ist unwahrscheinlich, dass humanes APP695 schlechter mit dem murinen Cytoskelett 
verankert werden kann als murines APP selbst, da die Aminosäuresequenzen der jeweili-
gen C-Termini identisch sind. Möglicherweise liegt daher hier ein zelltypspezifischer 




unterscheiden und eine bessere Assoziation von APP erlauben als das Cytoskelett der N2a-
Zellen.  
Ein anderer Grund für diese Diskrepanz könnte sein, dass in der vorliegenden Arbeit mit 
humanen APP695 transfizierte Zellen analysiert wurden, während in den oben genannten 
Studien das endogene APP der jeweiligen Zellen untersucht wurde.  
Es ist möglich, dass bereits die meisten aller Bindungsstellen zum Cytoskelett durch endo-
genes Maus-APP abgesättigt sind, so dass das zusätzlich exprimierte humane APP695 nicht 
mehr gebunden werden kann und daher überwiegend in der löslichen Fraktion auftritt. Es 
wäre in diesem Zusammenhang interessant zu untersuchen, ob das endogene Maus-APP 
ein unterschiedliches Bindungsverhalten gegenüber dem Cytsoskelett aufweist im Ver-
gleich zum zusätzlich exprimierten humanen APP695.  
Als mögliche limitierte Bindungspartner für APP kommen die Proteine Fe65 und Mena in 
Frage (siehe Abb. 1), die eine Verbindung zwischen APP und den Cytoskelett-Kompo-
nenten Profilin-Actin und Vinculin herstellen (Neve et al., 2000; Russo et al., 1998; 
Ermekova et al., 1997; Gertler et al., 1996; Suter und Forscher, 1998). Auch Kinesin bzw. 
dessen Homolog PAT1 binden an die cytosolische Domäne von APP (siehe Abb. 1) und 
gleichzeitig an die Mikrotubuli (Isohara et al., 1999; Kamal et al., 2000; Zheng et al., 
1998). Ob eines oder mehrere dieser Proteine O-GlcNAc-abhängig an APP bindet bzw. 
binden, ist unbekannt. Da auch der in Bakterien hergestellte rekombinante C-Terminus von 
APP an Fe65 bindet, scheidet dieses Protein als Bindungspartner für die O-GlcNAc-modi-
fizierte cytosolische Domäne von APP aus (Cao und Südhoff, 2001).  
 
Die durch PUGNAc-Behandlung der Zellen gesteigerte O-GlcNAc-Modifikation von Pro-
teinen beeinflusste die Verteilung des humanen APP695 zwischen der Detergens-löslichen 
Fraktion und der Detergens-unlöslichen Cytoskelettfraktion nicht (Abb. 20), so dass fest-
zustellen ist, dass die O-GlcNAc-Modifikation von Proteinen zumindest in N2a-Zellen 
unter den gewählten Bedingungen keinen Einfluss auf die Assoziation des humanen 





4.4 Einfluss der Expression des humanen APP695 auf die N2a-Zellen 
 
4.4.1 Einfluss der Expression des humanen APP695 auf das Neuritenwachstum 
 
N2a-APP695-Zellen wiesen verglichen mit parentalen N2a-Zellen ein verstärktes Neuriten-
wachstum auf (Abb. 10). Allerdings konnte dies nicht unter allen Zellkulturbedingungen 
festgestellt werden. Bei Kultivierung auf mit PLL beschichteten Glasdeckgläschen zeigten 
N2a- und N2a-APP695-Zellen ein ausgeprägtes Aggregationsverhalten, so dass neben dicht 
bewachsenen Arealen z.T. sehr vereinzelte Zellen auftraten (Abb. 21). Diese Problematik 
trat nicht bei der Kultivierung der Zellen auf PLL-beschichteten Plastikschalen auf, wie sie 
in Abb. 10 dargestellt ist. Dort wurde nach Subkultivierung eine gleichmäßige Zellvertei-
lung erzielt. Da das Neuritenwachstum von der Zelldichte abhängig ist, wurden mögli-
cherweise die Unterschiede im Falle der unregelmäßigen Zellverteilung weniger deutlich.  
Des weiteren wurden die Zellen für die immuncytochemischen Untersuchungen 20 Stun-
den unter serumfreien Bedingungen kultiviert. Es ist bekannt, dass das Neuritenwachstum 
durch Serumentzug stimuliert wird (Ishii et al., 2001; Satoh et al., 2000; Shea et al., 1992a; 
Shea et al., 1992b; Shea et al., 1991; Spero und Roisen, 1984). Möglicherweise sind die 
stimulierenden Effekte durch Serumentzug und Expression des humanen APP695 nicht 
additiv, so dass unter diesen Umständen kein Unterschied in der Neuritenlänge zu 
beobachten ist. 
 
Im Einklang mit Ergebnissen verschiedener Arbeitsgruppen ist vermutlich die zusätzliche 
Expression des humanen APP695 für das gesteigerte Neuritenwachstum verantwortlich. So 
war gezeigt worden, dass B103-Zellen, die kein endogenes APP exprimieren, nach Trans-
fektion mit APP ein verstärktes Neuritenwachstum aufweisen (Schubert und Behl, 1993). 
Außerdem konnte durch Transfektion von Kleinhirnneuronen der Ratte mit Antisense-
Oligonukleotiden von APP das Neuritenauswachsen gehemmt werden (Allinquant et al., 
1995).  
Der Einfluss des humanen APP695 auf das Neuritenwachstum war unabhängig von der 
Stärke dessen Expression. Dies stimmt ebenfalls mit Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen 
überein, wonach schon eine moderate Expression des humanen APP im Maushirn zu einer 
gesteigerten synaptischen Dichte führt bzw. schon geringe Veränderungen der APP-




1994; Kusiak et al., 2001). Anscheinend reichen schon geringe Veränderungen der APP-
Expression für einen maximalen Effekt aus. 
 
Die Signalkaskaden, die für die Regulation des Neuritenwachstums von Bedeutung sind, 
sind noch nicht in allen Einzelheiten bekannt. Sicher ist, dass z.B. die MAPK-(Mitogen 
Activated Protein Kinase)-Signalkaskade, die PKC sowie die intrazelluläre Calcium-Kon-
zentration von Bedeutung sind (Greenberg et al., 1994; Wood et al., 1992; Perron und 
Bixby, 1999; Théodore et al., 1995; Hundle et al., 1995; Rizzuto, 2001).  
Es gibt Hinweise auf einen Zusammenhang zwischen APP bzw. APPs und der Aktivierung 
der MAPK-Signalkaskade (Wallace et al., 1997). Die Aktivierung der p21ras-abhängigen 
MAPK-Signalkaskade erfolgt möglicherweise über die Cystein-reiche Region in der Nähe 
des N-Terminus von APP (Greenberg et al., 1994; Greenberg et al., 1995). Über die 
RERMS-Sequenz1, die in B103-Zellen das Neuritenwachstum stimuliert, scheint APPs 
hingegen die Phosphoinositid-PKC-Kaskade zu aktivieren (Jin et al., 1994; Ishiguro et al., 
1998). Dabei ist noch nicht sicher bekannt, an welchen Rezeptor APPs bindet, um das 
Signal weiterzuleiten.  
 
4.4.2 Einfluss der Expression des humanen APP695 auf die Zelladhäsion 
 
Bei der Subkultivierung der N2a-APP695-Zellen wurde eine gesteigerte Zelladhäsion 
beobachtet (siehe 3.2.2). In Übereinstimmung mit Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen ist 
vermutlich die zusätzliche Expression des humanen APP695 nicht nur für das gesteigerte 
Neuritenwachstum (siehe 4.4.1) sondern auch die verstärkte Adhäsion verantwortlich.  
Es wurde beispielsweise gezeigt, dass Inkubation von Maus-DRG-Neuronen mit Anti-
sense-Oligonukleotiden von APP die Adhäsion der Zellen an Heparansulfatproteoglykane, 
Kollagen sowie Laminin reduziert (Coulson et al., 1997). Auch Transfektion von B103-
Zellen mit APP resultiert in einer schnelleren Adhäsion an Kollagen (Schubert und Behl, 
1993). 
Es muss jedoch darauf hingewiesen werden, dass PLL im Gegensatz zu Heparansulfatpro-
teoglykanen, Kollagen und Laminin kein Bestandteil der extrazellulären Matrix ist. Mögli-
cherweise beruht daher die im Rahmen der vorliegenden Arbeit beobachtete gesteigerte 
Adhäsion auf der Interaktion zwischen dem negativ geladenen PLL und extrazellulären 
Glykanen von APP und ist daher unspezifisch. 
                                                                 




In der Literatur gibt es verschiedene Erklärungsansätze für den Mechanismus, über den 
APP die Zelladhäsion fördert. So können APP oder APPs an verschiedene Proteoglykane 
oder Glykoproteine der extrazellulären Matrix binden, wie z.B. Laminin, HSPG, Kollagen 
und Fibulin-1 (Kibbey et al., 1993; Clarris et al., 1994; Beher et al., 1996; Ohasawa et al., 
1997).  
Da APP außerdem u.a. über die RHDS-Sequenz1 mit Integrinen interagiert, könnten 
dadurch Zell-Zell- oder Zell-Matrix-Wechselwirkungen moduliert werden (Ghiso et al., 
1992; Coulson et al., 1997). Die Interaktion der Integrine mit dem Cytoskelett ist essentiell 
für deren Funktionen bei Zell-Zell- bzw. Zell-Substrat-Wechselwirkungen (Clark und 
Brugge, 1995; Suter und Forscher, 1998). Möglicherweise gilt dies ebenfalls für APP 
(Refolo et al., 1991) (siehe 4.3). 
Go spielt u.a. beim Neuritenwachstum und bei der neuronalen Zelladhäsion eine Rolle, so 
dass auch die Assoziation von APP mit Go in diesem Zusammenhang von Bedeutung sein 
könnte (Brabet et al., 1990; Strittmatter et al., 1994; Schuch et al., 1989; Doherty et al., 
1991; Nishimoto et al., 1993; Okamoto et al., 1995).  
 
4.5 Transiente Transfektion von eukaryotischen Zellen mit der cDNA der O-
GlcNAc-Transferase (OGT) 
 
Durch Transfektion eukaryotischer Zellen mit der cDNA der OGT sollte die O-GlcNAc-
Modifikation von Proteinen gesteigert werden. In keinem der durchgeführten Experimente 
konnte eine Zunahme der Expression der OGT verzeichnet werden (Abb. 15). Auch wurde 
kein Anstieg der O-GlcNAc-Modifikation von Proteinen beobachtet (nicht gezeigt).  
Vermutlich wurde nur eine geringe Transfektionseffizienz erzielt wie es auch bei HeLa-
Zellen beobachtet wurde (Lubas et al., 1997). Die Zunahme der Proteinmenge der OGT 
könnte daher zu niedrig für den Nachweis mittels Westernblot gewesen sein. 
Möglicherweise hätte die Verwendung einer anderen Transfektionsmethode zu einem 
besseren Ergebnis geführt. So wurden HeLa- und HEK293-Zellen erfolgreich mit der 
cDNA der OGT mittels Calcium-Phosphat- bzw. Lipid-vermittelter Transfektion sowie 
Elektroporation transfiziert (Lubas et al., 1997; Kreppel et al., 1997).  
 
                                                                 
1 Die RHDS-Sequenz befindet sich zwischen der b- und a-Sekretase-Spaltstelle in der N-terminalen Domäne 
von Ab (siehe Abb. 2). Ab scheint somit nicht nur neurotoxisch zu sein sondern auch als 




4.6 Einfluss der O-GlcNAc-Modifikation auf das proteolytische Prozessieren des 
humanen APP695  
 
4.6.1 Einfluss einer gesteigerten O-GlcNAc-Modifikation von Proteinen auf die 
Expression des humanen APP695 
 
Es konnte kein Einfluss der in Gegenwart von PUGNAc gesteigerten O-GlcNAc-Modifi-
kation von Proteinen auf die Expression des humanen APP695 beobachtet werden (Abb. 
19). Dies wurde auch unter vergleichbaren Bedingungen für den Transkriptionsfaktor Sp1 
an HT29-Zellen gezeigt (Haltiwanger et al., 1998). Das bedeutet, dass zumindest unter den 
gewählten Bedingungen eine gesteigerte O-GlcNAc-Modifikation von Proteinen nicht in 
die Regulation der Synthese oder des Abbaus von Proteinen eingreift.  
 
Eine verringerte O-GlcNAc-Modifikation von Sp1 führt jedoch zu dessen gesteigertem 
Abbau durch Proteasomen (Han und Kudlow, 1997). Auch APP kann durch Proteasomen 
abgebaut werden (Marambaud et al., 1996; Marambaud et al., 1997a; Marambaud et al., 
1997b; Nunan et al., 2001; Skovronsky et al., 2000b). Die Proteasomen scheinen dabei 
auch in die Entstehung von Ab  involviert zu sein (Nunan et al., 2001; Skovronsky et al., 
2000b). Besonders interessant ist, dass die Proteasomen zumindest in HEK293-Zellen bei 
der durch die PKA stimulierten APPsa-Sekretion eine Rolle spielen (Marambaud et al., 
1997a). 
Es wäre daher – auch im Hinblick auf die schon mehrfach erwähnte reziproke Beziehung 
zwischen der PKC- bzw. PKA-Phosphorylierung und O-GlcNAc – von Interesse, den Ein-
fluss einer reduzierten O-GlcNAc-Modifikation auf den Abbau des humanen APP695, 
dessen proteolytische Fragmente sowie eine mögliche Beteiligung der Proteasomen zu 
untersuchen.  
 
4.6.2 Einfluss einer gesteigerten O-GlcNAc-Modifikation von Proteinen auf die 
Sekretion des humanen APPs bzw. APPs a  
 
Es ließ sich auch kein Einfluss einer PUGNAc-Behandlung der Zellen auf die Sekretion 
des humanen APPs oder die des humanen APPsa nachweisen (Abb. 19).  
Interessanterweise führt PUGNAc-Behandlung von N2a-Zellen, die die schwedische 




Sekretion von APPs sowie APPsa (Gollner, 2001). Daher könnte die O-GlcNAc-Modifika-
tion von Proteinen – nicht aber von APP selbst (siehe 4.2.3) – auf unterschiedliche Weise 
das Prozessieren des Wildtyps (APPWt) bzw. der schwedischen Mutante von APP (APPSw) 
beeinflussen.  
Verschiedene Transmembranproteine des ER sowie des Golgi-Komplexes sind auf ihren 
cytosolischen Domänen O-GlcNAc-modifiziert (Abeijon und Hirschberg, 1988; Capasso et 
al., 1988). In diesen beiden Kompartimenten spaltet offenbar die b-Sekretase (unreifes) 
APPSw, nicht aber APPWt (Citron et al., 1995; Gabuzda et al., 1994; Haass et al., 1995; 
Thinakaran et al., 1996a; Urmoneit et al., 1998). Es ist somit durchaus möglich, dass eine 
gesteigerte O-GlcNAc-Modifikation von anderen, regulatorischen Proteinen die b-Sekre-
tase-Spaltung von APPSw begünstigt. Gollner (2001) setzte ebenfalls den W0-2-Antikörper 
für die Analyse des APPsa ein, so dass eine Unterscheidung zwischen APPsa und 
bestimmten C-terminal verlängerten APPsb-Spezies (s.u.) nicht möglich war. Daher kann 
nicht ausgeschlossen werden, dass die Sekretion dieser C-terminal verlängerten APPsb-
Formen eine Abnahme der APPsa-Sekretion überdeckte. 
Inzwischen konnte die b-Sekretase BACE identifiziert werden (siehe 1.3.3.2). Es ist daher 
besonders interessant, zu untersuchen, ob (a) BACE O-GlcNAc-modifiziert ist und (b) ob 
O-GlcNAc ihre Aktivität beeinflusst. 
 
Allerdings bedarf das Ergebnis der vorliegenden Arbeit aus verschiedenen Gründen einer 
Absicherung durch zusätzliche Experimente.  
So werden mit dem W02-Antikörper außer APPsa auch bestimmte Formen von APPsb 
detektiert. Ab  weist neben C-terminaler auch N-terminale Heterogenität auf. Das ist darauf 
zurückzuführen, dass die b-Sekretase außer der an Asp1 von Ab  (siehe 1.3.4 sowie Abb. 2) 
in geringerem Umfang u.a. auch zwischen Tyr10 und Glu11 innerhalb der Ab-Region 
spaltet (De Strooper und Annaert, 2000; Evin et al., 1994; Vassar et al., 1999). Mittels 
MALDI-TOF MS (Matrix-Assisted Laser Desorption Ionization Time-of-Flight Mass 
Spectrometry) wurde gezeigt, dass N2a-Zellen über 40 verschiedene Ab-Spezies produzie-
ren, von denen ein großer Teil N-terminal verkürzt ist (Wang et al., 1996) (siehe auch 
4.6.3).  
Eine Unterscheidung zwischen APPsa und C-terminal verlängertem APPsb ist mit dem W0-
2-Antikörper nicht möglich, da dieser Antikörper die Aminosäuren 5-8 von Ab  erkennt 




So könnte eine Zunahme der Sekretion von C-terminal verlängertem APPsb eine Abnahme 
der APPsa-Sekretion überdecken, was durch den W0-2-Antikörper nicht detektiert werden 
könnte. Darüber würde die massenspektrometrische Analyse der sezernierten Ab-Spezies 
sowie die Verwendung von Antikörpern Aufschluss geben, die spezifisch C-terminal ver-
längertes APPsb detektieren.  
 
Dass unter PUGNAc nicht wie erwartet eine erhöhte APPsb-Bildung nachgewiesen werden 
konnte, liegt möglicherweise auch daran, dass der Sekretionszeitraum von 20 Stunden zu 
lang ist und dass Veränderungen der APPsb-/APPsa- Sekretion unter Zellkulturbedingungen 
nur kurzfristig stattfinden. So wurde gezeigt, dass die durch den Phorbolester PMA stimu-
lierte APPsa-Sekretion von CHO- bzw. C6-Gliomzellen bereits nach ca. 1 Stunde ein 
Maximum erreicht (Skovronsky et al., 2000a; Efthimiopoulos et al., 1994), wobei aller-
dings die Konzentration des PMA entscheidend ist für die Schnelligkeit der Aktivierung 
bzw. Inaktivierung der PKC.  
In Anbetracht der reziproken Beziehung zwischen der PKC-Phosphorylierung und O-
GlcNAc können analoge zeitabhängige Effekte einer gesteigerten O-GlcNAc-Modifikation 
von Proteinen nicht ausgeschlossen werden (Griffith und Schmitz, 1999). Möglicherweise 
waren daher die in Anlehnung an Haltiwanger et al. (1998) gewählten Versuchsbedingun-
gen (20 Stunden Behandlung mit PUGNAc) ungeeignet für den Nachweis von Verände-
rungen der humanen APPs-/APPsa-Sekretion.  
 
Zudem sind mögliche Folgen der (Über-)Expression des humanen APP695 zu berücksichti-
gen. Es ist nicht ausgeschlossen, dass die Expression des humanen APP695 zu einer Sätti-
gung von Sekretasen führt. Dies wurde jedenfalls für die g-Sekretase beschrieben (Forman 
et al., 1997). 
Auf einen weiteren problematischen Aspekt der (Über-)Expression von APP weisen auch 
die Ergebnisse von Johnson et al. (2001) hin. Sie hatten gezeigt, dass in nicht transfizierten 
IMR-32-Zellen und Kleinhirnneuronen nur unreifes APP mit Calreticulin1 assoziiert, 
wohingegen in mit APP695 transfizierten HEK293-Zellen sowohl unreifes als auch reifes 
APP695 an Calreticulin bindet. Die Autoren vermuten, dass bedingt durch die Überexpres-
sion reifes APP über den endosomalen Weg zurück ins ER transportiert werden könnte, 
wodurch die (konstitutive) a-Sekretase-Spaltung verhindert würde, die überwiegend an der 
                                                                 





Zelloberfläche erfolgt (Johnson et al., 2001; Parvathy et al., 1999; Sisodia, 1992; 
Skovronsky et al., 2000a). Allerdings kann ein zelltypspezifischer Effekt nicht ausge-
schlossen werden. 
Des weiteren findet das proteolytische Prozessieren von APP wohl auch in sog. „rafts“1 
statt (Bouillot et al., 1996; Ikezu et al., 1998; Ledesma et al., 2000; Lee et al., 1998; 
Nishiyama et al., 1999; Sambamurti et al., 1999; Simons und Ikonen, 1997; Simons et al., 
1998; Tang et al., 1996; Yanagisawa et al., 1995). Möglicherweise sind Caveolae, Caveo-
lin- sowie GPI-verankerte Proteine bei a-Sekretase bzw. b-Sekretase-Spaltung von APP 
wichtig (Ikezu et al., 1998; Nishiyama et al., 1999; Sambamurti et al., 1999; Tang et al., 
1996). Die endogenen, für die Lokalisation von APP in DIGs verantwortlichen Bindungs-
partner könnten einen limitierenden Faktor für die Lokalisation des humanen APP695 in 
diesen Membranmikrodomänen darstellen (vgl. 4.3.1), so dass Auswirkungen auf das Pro-
zessieren des humanen APP695 nicht ausgeschlossen werden können.  
 
4.6.3 Einfluss einer gesteigerten O-GlcNAc-Modifikation von Proteinen auf die 
Sekretion des humanen Ab   
 
PUGNAc-Behandlung der Zellen führte zu einer signifikanten Abnahme der Abx-40-Sekre-
tion (siehe 3.7.3). Auch Veränderungen der Abx-42-Sekretion können nicht ausgeschlossen 
werden (siehe 4.1.3).  
Diese Beobachtung widerspricht der Hypothese, dass die O-GlcNAcylierung das APP-Pro-
zessieren reziprok zur Phosphorylierung beeinflusst. Allerdings muss festgestellt werden, 
dass mit dem HTRF „Immunoassay“ nicht nur Abx-40 sondern auch p3 detektiert wird, da 
für den Nachweis von Abx-40 neben dem G2-10-Antikörper auch der 4G8-Antikörper ein-
gesetzt wurde, der mit der mittleren Region von Ab  reagiert, die u.a. auch Bestandteil von 
p3 ist (siehe Abb. 2 und vgl. 4.6.2). So ist zum einen keine Unterscheidung zwischen Abx-
40 und p3 möglich. Zum anderen erfasst der HTRF „Immunoassay“ auch N-terminal ver-
kürzte Formen von Ab  (vgl. 4.6.2). Daher kann nicht ausgeschlossen werden, dass eine 
Abnahme der p3-Sekretion durch eine gesteigerte Sekretion der N-terminal verkürzten Ab-
Spezies verdeckt wird.  
                                                                 
1 „Rafts“, auch DIG (Detergent-Insoluble Glycolipid-enriched membrane domains) genannt, sind Caveolae-
ähnliche Mikrodomänen der Membran. In „rafts“ sind neben Sphingolipiden, Cholesterin, cytoplasmatischen 
Signalmolekülen (z.B. heterotrimere G-Proteine und Mitglieder der src-Familie von Tyrosin-Kinasen) auch 




Die Beantwortung der Frage, ob unter PUGNAc-Behandlung vermehrt verkürztes Ab  – 
und damit auch verlängertes APPsb (siehe 4.6.2) – gebildet wird, ist insofern wichtig, da 
eine vermehrte Bildung von Ab  im Einklang mit der aufgestellten Hypothese stehen 
würde, dass eine erhöhte O-GlcNAc-Expression in einem kausalen Zusammenhang mit 
dem veränderten Prozessieren von APP steht. Von wesentlicher Bedeutung dabei ist, dass 
gerade in letzter Zeit in mehreren Publikationen darauf hingewiesen wird, dass N-terminal 
verkürztes Ab  eine hohe Aggregationsneigung hat und zumindest bei bestimmten 
Alzheimer-Formen in Plaques zu finden ist (Demeester et al., 2001; Kumar-Singh et al., 
2000; Walsh et al., 2001; Yip und McLaurin, 2001). Da MALDI-MS-Analysen von Ab  
erst seit kurzem erfolgreich durchgeführt werden, ist davon auszugehen, dass in zahl-
reichen früheren Untersuchungen zur Ab-Bildung verkürztes Ab  nicht erfasst wurde.  
Weitere Versuche sind daher wichtig, in denen die sezernierten Ab-Peptide 
massenspektrometrisch analysiert und quantifiziert werden. Auch die Westernblot-Analyse 
oder der („Sandwich“-)ELISA mit Antikörpern, die spezifisch mit verschiedenen Amino-
säuresequenzen von Ab  reagieren, würden über die N-terminale Heterogenität der sezer-
nierten Abx-40/Abx-42-Spezies Auskunft geben. 
 
4.6.3 Einfluss einer gesteigerten O-GlcNAc-Modifikation von Proteinen auf die sub-
zelluläre Lokalisation des humanen APP695 
 
Ergebnisse verschiedener Arbeitsgruppen deuten auf einen Einfluss der Phosphorylierung 
auf den intrazellulären Transport von APP hin (Caporaso et al., 1994; De Strooper et al., 
1993; Lai et al., 1995; Refolo et al., 1991; Xu et al., 1995). In Anbetracht der reziproken 
Beziehung zwischen der Phosphorylierung und O-GlcNAcylierung von Proteinen könnte 
dies auch für O-GlcNAc zutreffen.  
Nach PUGNAc-Behandlung der Zellen konnte sowohl bei N2a- als auch N2a-APP695-
Zellen eine verstärkte Reaktion des 8E5-Antikörpers mit den Neuriten beobachtet werden 
(Abb. 21). Somit scheint tatsächlich eine erhöhte O-GlcNAc-Modifikation von Proteinen 
oder aber des humanen APP695 selbst den intrazellulären Transport des humanen APP695 in 
die Neuriten zu fördern.  
 
O-GlcNAc scheint generell eine Rolle bei der Organisation bzw. Stabilisierung des 
Cytoskeletts zu spielen (Comer und Hart, 2000; Ding und Vandré, 1996; Hagmann et al., 




von Proteinen könnte die für den Transport von APP in die Neuriten nötigen Proteininter-
aktionen begünstigen. Dazu gehört z.B. die Interaktion zwischen der mit den Mikrotubuli 
assoziierten ATPase Kinesin (siehe 4.3) und APP. Der schnelle anterograde Transport von 
APP hin zu den Plus-Enden der Mikrotubuli ist von dieser Interaktion abhängig (Kamal et 
al., 2000; Ferreira et al., 1993). Interessant in diesem Zusammenhang ist, dass Kinesin 
bzw. das homologe Protein PAT1 tatsächlich an eine Sequenz von APP bindet, die zwei 
potentielle O-GlcNAcylierte Aminosäuren enthält (siehe Abb. 1) (Isohara et al., 1999; 
Kamal et al., 2000; Zheng et al., 1998; Lai et al., 1995).  
Weitere Versuche sind notwendig, um zu nun klären, ob O-GlcNAc tatsächlich z.B. die 







Das Amyloid Precursor Protein (APP) spielt eine zentrale Rolle bei der Pathogenese der 
Alzheimer Demenz. Hauptbestandteil der senilen Plaques ist das 4 kD schwere Peptid Ab , 
das durch Proteolyse aus APP entsteht. Die b-Sekretase-Spaltung von APP in der extra-
zellulären Domäne nahe der Plasmamembran stellt den ersten Schritt der Ab-Bildung dar. 
Nach g-Sekretase-Spaltung innerhalb der Transmembrandomäne wird Ab  sezerniert. 
Alternativ kann APP durch die a-Sekretase innerhalb der Ab-Domäne geschnitten werden. 
Somit wird durch die a-Sekretase-Spaltung die Entstehung des Peptids verhindert.  
Das proteolytische Prozessieren von APP wird u.a. durch verschiedene Signalkaskaden 
reguliert. Aktivierung der Protein Kinase C (PKC) fördert beispielsweise die a-Sekretase-
Spaltung von APP. Dabei scheint jedoch die Phosphorylierung von APP selbst durch die 
PKC nicht entscheidend zu sein. 
 
O-glykosidisch an Serin- oder Threonin-Reste gebundenes N-Acetylglucosamin (O-
GlcNAc) ist eine ubiquitäre intrazelluläre Kohlenhydratmodifikation von Proteinen. Neben 
zahlreichen cytoplasmatischen und nukleären Proteinen ist auch das Transmembranprotein 
APP O-GlcNAc-modifiziert.  
Analog zu Kinasen und Phosphatasen sind O-GlcNAc-Transferasen (OGT) und O-
GlcNAc-Hydrolasen für den Turnover von O-GlcNAc verantwortlich. Obwohl es anschei-
nend keine Konsensussequenz für die O-GlcNAcylierung gibt, kommt O-GlcNAc häufig 
an Serin-/Threonin-Resten von Konsensussequenzen Prolin-dirigierender Kinasen vor. 
Zudem sind alle bisher als O-GlcNAcyliert identifizierten Proteine ebenfalls phosphory-
liert. Diese und weitere Beobachtungen deuten darauf hin, dass O-GlcNAc ein zur 
Phosphorylierung alternatives Signaltransduktionssystem darstellen könnte. So ist gezeigt 
worden, dass eine reziproke Beziehung zwischen der O-GlcNAcylierung und der Phospho-
rylierung durch die PKC besteht.  
 
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte die Bedeutung der O-GlcNAc-Modifikation von 
Proteinen für das proteolytische Prozessieren des humanen APP695 untersucht werden. 
Dazu wurden Experimente an stabil mit der cDNA des humanen APP695 transfizierten 
N2a-Zellen (N2a-APP695-Zellen) durchgeführt.  
N2a-APP695-Zellen wiesen im Vergleich zu parentalen N2a-Zellen längere Neuriten sowie 




Arbeitsgruppen, denen zufolge APP als Zelladhäsionsmolekül fungieren und das Neuri-
tenwachstum stimulieren kann. 
Mit einem O-GlcNAc-spezifischen Antikörper konnte im Westernblot gezeigt werden, 
dass humanes APP695 O-GlcNAc-modifiziert ist. Damit wurde der von Griffith et al. 
(1995) mit einer chemischen Methode für murines APP geführte Nachweis der O-GlcNAc-
Modifikation von APP bestätigt. Darüber hinaus konnte gezeigt werden, dass die unreife 
Form des Proteins eindeutig stärker O-GlcNAcyliert ist als die reife Form. Dies trifft 
sowohl für den Wildtyp als auch die schwedische Mutante des humanen APP695 zu.  
Da unreifes APP mit verschiedenen Proteinen, u.a. den Presenilinen, zu interagieren 
scheint, ist es möglich, dass die stärkere O-GlcNAcylierung der unreifen Form von APP 
von Bedeutung ist für die Regulation der Interaktion zwischen APP und seinen Bindungs-
partnern. 
 
Da gezeigt worden war, dass in Hirnen von Alzheimer Patienten die O-GlcNAc-Modifika-
tion von Proteinen in den Bereichen, in denen morphologische Veränderungen vorkom-
men, erhöht ist, sollte untersucht werden, ob eine gesteigerte O-GlcNAc-Modifikation von 
Proteinen das Prozessieren von APP durch den amyloidogenen b-Sekretase-Weg 
beschleunigt. 
Zur Steigerung der O-GlcNAc-Modifikation von Proteinen wurden N2a-APP695-Zellen mit 
PUGNAc, einem potenten Inhibitor der O-GlcNAc-Hydrolase, behandelt. Im Westernblot 
konnte nachgewiesen werden, dass in Gegenwart von PUGNAc die O-GlcNAc-Modifika-
tion von Proteinen deutlich erhöht ist. Allerdings ließ sich unter diesen Bedingungen keine 
Veränderung der Sekretion des humanen APPs bzw. APPsa nachweisen. Im Gegensatz 
dazu konnte eine signifikante Reduktion der Sekretion des humanen Abx-40 verzeichnet 
werden.  
Da die verwendete Nachweismethode nicht die Unterscheidung zwischen Ab1-40, verkürz-
tem Abx-40 und dem durch a-Sekretase-Spaltung gebildetem p3 erlaubt, ist es ohne zusätz-
liche Versuche nicht möglich zu entscheiden, ob APP tatsächlich entsprechend der aufge-
stellten Hypothese bei erhöhter O-GlcNAcylierung verstärkt durch den b-Sekretase-Weg 
prozessiert wird. 
Des weiteren wurde der Einfluss der gesteigerten O-GlcNAc-Modifikation von Proteinen 
auf die subzelluläre Lokalisation des humanen APP695 untersucht. Im Gegensatz zu den aus 
der Literatur bekannten Beobachtungen zeigt das von den N2a-Zellen exprimierte humane 




ylierung von Proteinen nicht beeinflusst wurde. Hingegen konnte bei gesteigerter O-
GlcNAc-Modifikation von Proteinen eine verstärkte Expression des humanen APP695 in 
Neuriten nachgewiesen werden. Diese Beobachtung lässt vermuten, dass die O-GlcNAc-
ylierung von APP selbst oder aber von anderen Proteinen von Bedeutung ist für den 
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